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RESUMO 
 
Espécies do gênero Byrsonima são conhecidas popularmente como “muricis” e há relatos na 
literatura de muitos usos medicinais dessas plantas, alguns deles já comprovados, como 
atividade anti-inflamatória, antimicrobiana e antioxidante. Este trabalho objetivou analisar 
fitoquimicamente a espécie Byrsonima coccolobifolia Kunth e fazer um estudo de atividade 
biológica nos extratos de B. coccolobifolia, B. verbascifolia e B. intermedia, investigando a 
atividade antioxidante, a ação inibitória da acetilcolinesterase e atividade antimicrobiana 
nessas espécies. As partes aéreas das plantas foram coletadas no Vale do Jequitinhonha-MG e 
secas a temperatura ambiente. Folhas e galhos foram separados, pulverizados e submetidos à 
extração exaustiva com solventes de polaridade crescente (hexano, acetato de etila e metanol), 
que foram removidos por evaporador rotatório. Os extratos em hexano e em acetato de etila 
de B. coccolobifolia foram submetidos a métodos cromatográficos clássicos e, através de 
técnicas espectroscópicas (IV e RMN de 1H e 13C), foi possível elucidar nos extratos das 
folhas as seguintes substâncias: friedelina, β-sitosterol, mistura de α-amirina e β-amirina e 
derivados do ácido oleanólico e ursólico. Na identificação dos compostos presentes no extrato 
metanólico de folhas e galhos de B. coccolobifolia, utilizou-se a técnica de espectrometria de 
massas por electrospray (ESI-MS), por inserção direta dos extratos dissolvidos em metanol. 
Identificaram-se três classes de metabólitos no extrato metanólico: ácidos fenólicos e 
derivados (galato de metila, ácido quínico, ácidos mono-, di-, tri- e tetragaloilquínico), 
proantocianidinas (dímero e trímero epicatequina) e flavonóides (quercetina e derivados 
glicosilados). As espécies B. coccolobifolia e B. intermedia apresentaram os melhores 
resultados para conteúdo fenólico e para atividade antioxidante de captura de radical e de 
poder redutor. Isso mostrou o potencial dos extratos polares dessas plantas como recurso para 
a busca de substâncias úteis na prevenção ou no tratamento de doenças associadas a radicais 
livres. No que diz respeito à atividade inibitória da acetilcolinesterase (AChE), também 
investigada nas três espécies de Byrsonima, o extrato hexânico dessas plantas apresentou 
maior quantidade de compostos ativos frente a enzima AChE. E somente a espécie B. 
coccolobifolia apresentou atividade contra os microrganismos testados (Staphylococcus 
aureus, Bacillus cereus,  Escherichia coli e Candida albicans). Sendo assim, o presente 
trabalho mostrou a importância de continuar estudando a flora do cerrado brasileiro e as 
espécies do gênero Byrsonima, sejam seus aspectos químicos ou medicinais. 
 
 
Palavras-chave: Malpighiaceae, Byrsonima, terpenos, fenólicos, antioxidantes, atividades 
anticolinesterásica e antimicrobiana. 
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ABSTRACT 
 
Byrsonima species are popularly known as "murici" and there are reports in previous work of 
many medicinal uses of these plants, some of them already confirmed as anti-inflammatory, 
antimicrobial and antioxidant activities. The aim of this study was to analyze phytochemically 
Byrsonima coccolobifolia Kunth and to make a study of biological activity in extracts of B. 
coccolobifolia, B. verbascifolia and B. intermedia, investigating the antioxidant activity, 
acetylcholinesterase inhibitory action and antimicrobial activity in these species. The aerial 
parts of plants were collected in Jequitinhonha Valley, Minas Gerais, Brazil, and dried at room 
temperature. Leaves and branches were separated, powdered and subjected to exhaustive 
extraction with solvents of increasing polarity (hexane, ethyl acetate and methanol), that were 
removed by rotary evaporator. The extracts in hexane and ethyl acetate of B. coccolobifolia 
were submitted at classical chromatographic methods and, by spectroscopic methods (IR and 
1H and 13C NMR), it was possible to elucidate the following substances in leaves extracts: 
friedelin, β-sitosterol, a mixture of α-amyrin and β-amyrin and oleanolic and ursolic acid 
derivatives. In the identification of compounds in methanol extracts of leaves and branches of 
B. coccolobifolia was used mass spectrometry with electrospray (ESI-MS) by direct infusion 
of the extracts dissolved in methanol. Three classes of metabolites were identified in methanol 
extracts: phenolic acids and derivatives (methyl gallate, quinic acid, mono-, di-, tri- and 
tetragalloylquinic acids), proanthocyanidins (epicatechin dimer and trimer) and flavonoids 
(quercetin and glycosides derivatives). The species B. coccolobifolia and B. intermedia 
showed better results for phenolic content and antioxidant activity of radical scavenging and 
reducing power. This showed the potential of polar extracts of these plants as a resource to 
search for substances useful in preventing or treating diseases associated with free radicals. 
Concerning the inhibitory activity of acetylcholinesterase (AChE), also investigated in three 
Byrsonima species, hexane extract of these plants had higher amounts of active compounds 
against AChE. And only B. coccolobifolia revealed activity against the microorganisms tested 
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli and Candida albicans). Thus, this 
investigation supported the importance of further studying the flora of Brazilian cerrado and 
the species of the genus Byrsonima, in their chemical or medicinal aspects. 
 
 
Keywords: Malpighiaceae, Byrsonima, terpenes, phenolics, antioxidants, antimicrobial and 
acetylcholinesterase activities. 
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CAPÍTULO 1: INTRODUÇÃO GERAL 
 
 
 Estudos recentes têm mostrado que as plantas superiores constituem uma das fontes 
mais importantes de novas substâncias utilizadas diretamente como agentes medicinais. E há 
alguns anos, elas têm fornecido modelos para modificações estruturais e otimização das 
propriedades farmacológicas e bioquímicas de compostos bioativos, servindo de inspiração 
para os químicos orgânicos (BRAZ FILHO, 2010; VIEGAS Jr et al., 2006). 
Devido à relativa facilidade de coleta, à biodiversidade estrutural de substâncias 
orgânicas naturais e à possibilidade de descoberta de princípios ativos, é possível destacar as 
plantas como a principal fonte renovável para o surgimento e desenvolvimento de novos 
fármacos. Além disso, diversas plantas tropicais têm sido utilizadas na medicina popular e 
foram documentadas por pesquisadores etnobotânicos. Assim, a biodiversidade das florestas 
tropicais pode servir como foco para a descoberta de novas plantas medicinais (BRAZ 
FILHO, 2010; PINTO et al., 2002). 
Dessa forma, o isolamento e a determinação estrutural de substâncias produzidas pelo 
metabolismo secundário de organismos vivos representam importância fundamental para o 
desenvolvimento científico da própria química de produtos naturais e contribuem para o 
avanço de outras atividades científicas e tecnológicas no país. Certamente, a diversidade 
estrutural de substâncias orgânicas naturais isoladas de plantas da flora brasileira e o potencial 
desse arsenal químico para o avanço da pesquisa brasileira, merecem atenção especial de 
estudiosos em todo o território nacional (BRAZ FILHO, 2010; LEMOS et al., 2007). 
Dentre os diversos exemplos de substâncias oriundas de plantas e de importância 
atualmente, pode-se mencionar a morfina, isolada da espécie Papaver somniferum, um 
potente analgésico opioide. A quinina, encontrada em Strychnos vomica, apresentou-se como 
o primeiro tratamento eficaz para a malária. A digoxina, proveniente da espécie Digitalis 
lanata, é utilizada no tratamento de problemas cardíacos. O anticancerígeno taxol, isolado de 
plantas do gênero Taxus, que, após sua síntese em escala industrial, encontra-se disponível no 
mercado farmacêutico, constituindo-se em uma grande esperança para pessoas portadoras de 
câncer nos ovários e pulmões (PINTO et al., 2002; SIMÕES, 2003). 
Ao longo dos anos, as plantas vêm sendo muito utilizadas para o tratamento e cura de 
doenças e, assim, os medicamentos fitoterápicos apresentam grande importância social e 
econômica (NASCIMENTO et al., 2005). Além disso, a Organização Mundial de Saúde 
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(OMS) tem estimulado o uso terapêutico de plantas medicinais. Em função disso, tem-se 
observado um aumento do número de profissionais da saúde que reconhecem tanto a 
facilidade de acesso aos fitoterápicos como a sua eficácia na prevenção e no tratamento de 
moléstias (RATES, 2001). 
Sabe-se que planejar o desenvolvimento de um medicamento a partir da indicação de 
plantas utilizadas por comunidades diminui o percurso de estudo e lançamento de um novo 
fármaco no mercado. Isso porque os pesquisadores dispõem, antes mesmo de iniciarem seus 
estudos científicos, de uma indicação de atividade biológica para o fármaco em questão 
(BUTLER, 2004; FUNARI e FERRO, 2005). 
 Uma família de plantas presente no cerrado brasileiro, com grande quantidade de 
espécies e variedade de compostos químicos encontrados, é a Malpighiaceae.  Uma revisão 
acerca da constituição química dessa família registra como principais fitoconstituintes os 
compostos fenólicos, flavonoides, triterpenoides e alguns alcaloides, distribuídos em 
diferentes gêneros (GUILHON-SIMPLICIO e PEREIRA, 2011). 
 Um dos gêneros da família Malpighiaceae mais importantes no continente americano é 
o Byrsonima (JOLY, 1998). São plantas conhecidas popularmente pelo nome de murici, que 
apresentam ampla distribuição pelo território brasileiro (HIGUCHI, 2007). Nas espécies do 
gênero Byrsonima foram isolados e identificados diferentes classes de compostos químicos. 
Dentre os ácidos fenólicos encontrados estão o ácido gálico e derivados do ácido 
galoilquínico. Na classe dos flavonoides foram identificados principalmente a quercetina e 
seus derivados glicosilados. E dentre os triterpenos destacam-se a α-amirina, β-amirina, 
friedelina, lupeol e betulina (GUILHON-SIMPLÍCIO e PEREIRA, 2011).  
Os produtos de metabolismo secundário de plantas, apesar de não serem fundamentais 
para a sobrevivência do vegetal, conferem características adaptativas importantes para a vida 
da espécie. Importantes metabólitos secundários, com diversos estudos de atividade biológica, 
incluem os compostos fenólicos, os flavonoides e os triterpenoides (SIMÕES, 2003). 
 Os flavonoides constituem um dos mais característicos grupos de metabólitos 
presentes em plantas superiores, apresentando vários subgrupos. Sua biossíntese acontece a 
partir de uma via mista (chiquimato + acetato) e eles podem ser encontrados na forma livre, 
como oligômeros ou na forma glicoconjugada. Esses compostos são constantemente alvos de 
muitos estudos farmacológicos devido a importantes propriedades terapêuticas atribuídas a 
eles, como atividade anti-inflamatória, antimicrobiana e antioxidante (SIMÕES, 2003; 
SOUZA, 2008). 
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 Os triterpenos são metabólitos secundários muito difundidos na natureza, estando 
presentes principalmente no reino vegetal. De acordo com o esqueleto básico, eles podem ser 
divididos em seis grupos: damarano, gamacerano, lanostano, lupano, oleanano e ursano, 
sendo que cada grupo apresenta uma variedade estrutural, resultado de alterações ocorridas 
em sua biossíntese, que acontece pela via do mevalonato (DEWICK, 2002; MAHATO e 
KUNDU, 1994). Sabe-se que os triterpenos apresentam diversas propriedades medicinais, 
destacando-se os efeitos anti-inflamatórios, analgésicos, cardiovasculares e antitumorais 
(ROLIM, 2009). 
 Nas últimas décadas tem-se verificado um grande avanço científico envolvendo os 
estudos químicos e farmacológicos de plantas medicinais que visam obter novos compostos 
com propriedades terapêuticas. Além disso, a avaliação do potencial terapêutico de plantas 
medicinais e de alguns de seus constituintes tem sido objeto de incessantes estudos, em que 
foram comprovadas as ações farmacológicas através de testes pré-clínicos em animais. E 
finalmente, vale ressaltar que muitas dessas substâncias oriundas de fontes naturais têm 
grandes possibilidades de virem a ser futuramente aproveitadas como agentes medicinais 
(BALUNAS e KINGHORN, 2005; CECHINEL FILHO e YUNES, 1998). 
Para melhor compreensão do estudo realizado, o trabalho desenvolvido nesta 
dissertação foi dividido em quatro partes principais, além do capítulo introdutório e da 
conclusão: a) estudo fitoquímico das folhas e dos galhos de Byrsonima coccolobifolia; b) 
determinação de fenólicos totais e testes de atividade antioxidante em extratos brutos de B. 
coccolobifolia, B. verbascifolia e B. intermedia; c) estudo de atividade inibitória da enzima 
acetilcolinesterase (AChE) em extratos brutos de B. coccolobifolia, B. verbascifolia e B. 
intermedia; d) testes antimicrobianos com extratos brutos de B. coccolobifolia, B. 
verbascifolia e B. intermedia. 
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1.1 OBJETIVOS DA PESQUISA 
 
 
1.1.1 Objetivo geral 
 
 
Realizar o estudo fitoquímico de Byrsonima coccolobifolia Kunth (Malpighiaceae) e 
testes biológicos com as espécies B. coccolobifolia, B. verbascifolia e B. intermedia. 
 
 
1.1.2 Objetivos específicos 
 
 
Realizar estudo fitoquímico dos extratos hexânicos e em acetato de etila de folhas e 
galhos de B. coccolobifolia Kunth (Malpighiaceae). Fazer a elucidação estrutural das 
substâncias isoladas, utilizando técnicas espectroscópicas no Infravermelho (IV) e de 
Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de 1H e 13C. Identificar os principais constituintes 
químicos presentes nos extratos metanólicos das folhas e dos galhos de B. coccolobifolia 
através de espectrometria de massas por electrospray (ESI-MS). Realizar ensaios biológicos 
(testes antioxidantes, atividade inibitória da AChE  e ensaios antimicrobianos) com os 
extratos brutos de folhas e galhos das espécies B. coccolobifolia, B. verbascifolia e B. 
intermedia, contribuindo com estudos farmacológicos e com pesquisa de potenciais 
fitoterápicos. Estabelecer relações quimiotaxonômicas entre as espécies do gênero Byrsonima. 
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CAPÍTULO 2: FITOQUÍMICA 
 
 
2.1 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.1.1 Aspectos gerais sobre plantas do cerrado brasileiro 
 
 
O Brasil é o país com maior potencial para pesquisa com espécies vegetais, pois detém 
a maior e a mais rica biodiversidade do planeta. A flora brasileira é bastante heterogênea em 
toda a sua extensão, com vegetações de características peculiares e cujos princípios ativos são, 
em sua maioria, desconhecidos (NAPOLITANO et al., 2005; NOLDIN et al., 2006).  
Em nosso país, existem mais de 56.000 espécies de plantas distribuídas em diferentes 
ecossistemas, constituindo-se em cerca de 19% da flora mundial. Então, fica evidente que o 
Brasil representa um vasto campo de pesquisa para o descobrimento de novas moléculas 
bioativas. Entretanto, menos de 1% das espécies vegetais brasileiras foram analisadas sob o 
ponto de vista químico e farmacológico (GIULIETTI et al., 2005; YUNES e CALIXTO, 
2001). 
No Planalto Central brasileiro predomina o cerrado, considerado o segundo maior 
bioma do Brasil, com uma grande diversidade de espécies medicinais. Cobre uma área 
contínua de aproximadamente 2.000.000 km2, que corresponde a cerca de 24% do território 
nacional. Além disso, a região de cerrado apresenta uma flora ampla e diversificada, em que 
existem mais de 6.000 espécies nativas de plantas pertencentes a aproximadamente 160 
famílias (KLINK e MACHADO, 2005; MENDONÇA et al., 1998).  
Apesar de deter tanta riqueza, o cerrado é um bioma seriamente comprometido, 
constituindo-se em uma das regiões com maiores riscos de extinção de espécies do planeta. E, 
portanto, é considerada mundialmente como uma área de conservação prioritária, devido à 
ameaça de extinção no mais alto grau, em que se tenha perdido mais de três quartos de sua 
vegetação original (MYERS et al., 2000; ROLIM, 2009). 
Conhecer e preservar o bioma cerrado, uma das maiores riquezas vegetais brasileiras, 
é de fundamental importância. Seu patrimônio genético necessita ser conhecido e explorado 
de forma racional e criteriosa. Essa é uma condição indispensável para que se possa promover 
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a conservação das boas qualidades do meio ambiente para as futuras gerações (FUNARI e 
FERRO, 2005; ROLIM, 2009). 
 De maneira geral, os biomas brasileiros, ao possuírem grande diversidade de espécies 
medicinais, constituem-se em uma das mais importantes fontes de princípios ativos do 
planeta. Portanto, os pesquisadores na área de produtos naturais precisam continuar 
catalogando e registrando todas as informações sobre o uso das plantas que ocorrem na flora 
regional, isso é fundamental para o sucesso da fitoterapia brasileira (FOGLIO et al., 2006). 
Sabe-se que menos de 10% das espécies existentes no mundo vêm sendo 
sistematicamente estudadas em termos de compostos bioativos. Somado a esse fato, ocorre a 
extinção das plantas, em que muitas espécies com propriedades farmacológicas podem 
desaparecer antes de serem estudadas, o que torna mais emergencial as pesquisas na área 
(ETKIN e ELISABETSKY, 2005). 
A pesquisa fitoquímica tem por objetivo conhecer os constituintes químicos de 
espécies vegetais ou avaliar sua presença. Quando não se dispõem de estudos químicos sobre 
as espécies de interesse, a análise fitoquímica preliminar pode indicar o grupo de metabólitos 
secundários presentes na planta. Mas, caso o interesse esteja restrito a uma classe específica 
de substâncias responsáveis por certa atividade biológica, a investigação deverá ser 
direcionada para o isolamento e a elucidação estrutural dos compostos (SIMÕES, 2003). 
A utilização de plantas medicinais está em contínua expansão em nível mundial. Além 
disso, a crescente busca por agentes terapêuticos derivados de espécies vegetais justifica-se 
pelo surgimento de novas doenças, pela inexistência de tratamentos apropriados para certas 
patologias e pelo crescimento do conhecimento científico a respeito dos fitoterápicos, que são 
importantes alternativas terapêuticas (ALVES et al., 2000; BALUNAS e KINGHORN, 2005; 
DAVIENNE et al., 2004). 
O Brasil tem uma imensa diversidade de plantas que apresentam grande potencial na 
medicina, sendo, portanto, fontes promissoras de inovações terapêuticas e farmacológicas 
para as mais diversas áreas da saúde humana. E devido a essa importância medicinal das 
espécies nativas brasileiras, bem como o risco de sua extinção pela ação predatória do 
homem, os estudos dessas plantas têm sido motivados pelos órgãos públicos, visando à 
preservação e ao aproveitamento sustentável da flora nacional (DE CARVALHO, 2007; 
NAPOLITANO et al., 2005). 
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2.1.2 Localização do cerrado e sua conservação 
 
 
O cerrado possui uma extensa formação vegetal, sendo caracterizado como uma 
vegetação de savana pela classificação internacional. Esse bioma representa 22% do território 
brasileiro. Localiza-se predominantemente no Planalto Central do Brasil, ficando entre 5° a 
20° de latitude Sul e de 45° a 60° de longitude Oeste, com altitudes variando de quase 0 a 
1.800 metros (SILVA et al., 2006). 
A região de cerrado ocupa grandes áreas brasileiras, englobando o Estado de Goiás, 
Distrito Federal e parte dos Estados de Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, 
Bahia, Tocantins, Maranhão e Piauí (SANO et al., 2008). Esse bioma exibe grande variedade 
de solos e climas que acaba refletindo em uma biota diversificada e encontra-se distribuído 
por boa parte dos estados brasileiros (KLINK e MACHADO, 2005; MYERS et al., 2000). 
Entretanto, é possível perceber a extinção de grande parte nativa quando se compara com a 
distribuição original do cerrado brasileiro (Figura 1). 
Figura 1 – Distribuição geográfica do cerrado brasileiro (Fonte: CONSERVAÇÃO INTERNACIONAL DO 
BRASIL, 2011) 
 
A destruição dos ecossistemas que constituem o cerrado continua de forma acelerada. 
Foi verificado que 55% do bioma cerrado foram desmatados ou transformados pela ação 
humana, equivalente a uma área de 880.000 km². Sabe-se que no Estado de Minas Gerais, a 
área de cerrado ocupa 335.378 km2, o que corresponde a 57% de toda a vegetação presente 
nesse estado; portanto, é uma região que necessita ser conservada e rapidamente estudada 
(MACHADO et al., 2004). 
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2.1.3 Família Malpighiaceae e gênero Byrsonima 
 
 
Muitas plantas pertencentes às mais variadas famílias vêm sendo utilizadas 
popularmente na região de cerrado para o tratamento de doenças, como é o caso das 
Malpighiaceaes. A família Malpighiaceae conta com aproximadamente 60 gêneros e 1200 
espécies, sendo que 50% delas encontram-se no Brasil, principalmente nas regiões norte, 
nordeste e região central (ALMEIDA et al., 1998). 
Em geral, as espécies arbustivas e arbóreas dessa família são mais comumente 
encontradas. Apesar do grande número de espécies vegetais, pouco é conhecido acerca da 
constituição química das Malpighiaceaes. Os seus gêneros mais importantes na América são 
Malpighia e Byrsonima, este último sendo composto por mais de 100 espécies (DAVID et al., 
2003; JOLY, 1998). 
As plantas do gênero Byrsonima são conhecidas popularmente como murici, murici-
vermelho ou murici-cascudo e apresentam rápido crescimento, flores vistosas e frutos 
adocicados e suculentos, com grande potencial para uso ornamental e para recuperação de 
áreas degradadas (HIGUCHI, 2007). Geralmente, os muricis são nativos do norte, nordeste e 
região central do Brasil, podendo ser encontrados também em regiões serranas do sudeste. 
São espécies vegetais com caracteres típicos das plantas do cerrado, geralmente arbóreas, com 
galhos retorcidos e porte médio, podendo chegar a 5 metros de altura (GOMES, 2007; SILVA 
et al., 2001).  
Os “muricis” do Brasil são muitos e variados, distinguindo-se pela coloração das 
flores e pelos locais de ocorrência. Muitas espécies de Byrsonima fornecem frutos bastante 
consumidos e apreciados na forma de sucos, licores, geleias e doces (SANNOMIYA et al., 
2004). Um grande número de usos medicinais de plantas desse gênero foi descrito na 
literatura, sendo alguns investigados e comprovados, como atividade anti-inflamatória, 
antimicrobiana e antioxidante  (MALDINI et al., 2009; MICHELIN et al., 2008; RUFINO et 
al., 2010).  
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2.1.4 Constituintes químicos de espécies do gênero Byrsonima 
 
 
 Em plantas do gênero Byrsonima foram isolados e identificados principalmente 
compostos químicos pertencentes à classe dos fenólicos e dos terpenos (GUILHON-
SIMPLÍCIO e PEREIRA, 2011). Assim, os metabólitos secundários mais encontrados nas 
diferentes espécies de Byrsonima foram os ácidos fenólicos e seus derivados (compostos 1 a 
6),  flavonoides e derivados (compostos 7 a 13) e substâncias terpênicas e esteroidais 
(compostos 14 a 20). Mais detalhes sobre esses estudos são encontrados na Tabela 1 e, na 
Figura 2 (pág. 28), encontram-se as estruturas dos compostos mencionados. 
Tabela 1 – Substâncias isoladas de espécies do gênero Byrsonima 
Substância isolada* Espécie Parte da  
planta 
Referência 
 
 
Ácido gálico (1) 
B. basiloba Folha SANNOMIYA et al., 2007a 
B. crassifolia Casca do 
caule 
GEISS et al., 1995 
B. fagifolia Folha;  
Raiz 
SANNOMIYA et al., 2007b;    
DA SILVA, 1970 
B. intermedia Folha SANNOMIYA et al., 2007c 
 
 
 
Galato de metila (2) 
B. bucidaefolia Folha CASTILO-AVILA et al., 
2009 
B. crassa Folha SANNOMIYA et al., 2004; 
2005a 
B. crassifolia Folha RASTRELLI et al., 1997 
B. fagifolia Folha LIMA et al., 2008 
B. intermedia Folha SANNOMIYA et al., 2007c 
B. microphylla Folha MENDES et al., 1999 
Ácido 3-O-GQ (3); 
Ácido 3,4-O-diGQ (4); 
Ácido 3,4,5-O-triGQ (5); 
Ácido 1,3,4,5-O-tetraGQ (6) 
   
B. crassa e Folha SANNOMIYA et al., 2004; 
2005a  
B. fagifolia Folha e SANNOMIYA et al., 2007b 
   
 
 
Quercetina (7) 
B. crassa Folha SANNOMIYA et al., 2004; 
2005b 
B. crassifolia Folha RIVERO-CRUZ et al., 2009 
B. intermedia Folha SANNOMIYA et al., 2007c 
B. microphylla Folha MENDES et al., 1999 
B. verbascifolia Folha DOSSEH et al., 1980 
* GQ = galoilquínico; Q = Quercetina. 
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Continuação Tabela 1 
Substância isolada* Espécie Parte da  
planta 
Referência 
Q-3-O-β-D-
galactopiranosídeo (8) 
B. crassa Folha SANNOMIYA et al., 2004; 
2005a 
B. crassifolia Folha RIVERO-CRUZ et al., 2009 
B. intermedia Folha SANNOMIYA et al., 2007c 
 
Q-3-O-β-D-glicopiranosídeo 
(9) 
B. crassifolia Folha RASTRELLI et al., 1997 
B. fagifolia Folha LIMA et al., 2008 
B. verbascifolia Folha DOSSEH et al., 1980 
 
Q-3-O-α-L-
arabinopiranosídeo (10) 
B. basiloba Folha SANNOMIYA et al., 2007a 
B. crassifolia Folha RIVERO-CRUZ et al., 2009 
B. intermedia Folha SANNOMIYA et al., 2007c 
B. verbascifolia Folha DOSSEH et al., 1980 
 
Q-3-O-β-D-2’’-galoil 
galactopiranosídeo (11) 
B. basiloba Folha SANNOMIYA et al., 2007a 
B. crassa Folha SANNOMIYA et al., 2004; 
2005a 
B. fagifolia Folha LIMA et al., 2008 
B. intermedia Folha SANNOMIYA et al., 2007c 
 
 
(+)-catequina (12) 
B. basiloba Folha SANNOMIYA et al., 2007a 
B. crassa Folha SANNOMIYA et al., 2004; 
2005a 
B. crassifolia Casca do 
caule 
RIVERO-CRUZ et al., 2009 
B. intermedia Folha SANNOMIYA et al., 2007c 
 
 
Amentoflavona (13) 
B. basiloba Folha SANNOMIYA et al., 2007a 
B. crassa Folha SANNOMIYA et al., 2004; 
2005a 
B. fagifolia Folha SANNOMIYA et al., 2007b 
B. intermedia Folha SANNOMIYA et al., 2007c 
α-amirina (14) B. crassa Folha HIGUCHI et al., 2008 
B. verbascifolia Folha DOSSEH et al., 1980 
 
 
β-amirina (15) 
B. crassa Casca do 
caule 
HIGUCHI et al., 2008 
B. intermedia Raiz DA SILVA, 1970 
B. microphylla Tronco AGUIAR et al., 2005 
B. verbascifolia Casca do 
caule 
GOTTLIEB et al., 1975 
* GQ = galoilquínico; Q = Quercetina. 
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Continuação Tabela 1 
Substância isolada* Espécie Parte da  
planta 
Referência 
 
Ácido oleanólico (16) 
B. crassifolia Folha RIVERO-CRUZ et al., 2009 
B. microphylla Folha MENDES et al., 1999 
B. verbascifolia Folha DOSSEH et al., 1980 
 
Friedelina (17) 
B. crassa Casca do 
caule 
HIGUCHI et al., 2008 
B. verbascifolia Casca do 
caule 
GOTTLIEB et al., 1975 
 
Lupeol (18) 
B. crassifolia Folha RIVERO-CRUZ et al., 2009 
B. fagifolia Folha HIGUCHI et al., 2008 
B. microphylla Tronco AGUIAR et al., 2005 
Betulina (19) B. crassifolia Folha RIVERO-CRUZ et al., 2009 
B. microphylla Tronco AGUIAR et al., 2005 
β-sitosterol (20) B. crassifolia Folha RIVERO-CRUZ et al., 2009 
B. verbascifolia Casca do 
caule 
GOTTLIEB et al., 1975 
* GQ = galoilquínico; Q = Quercetina. 
 
 Outros compostos foram encontrados em espécies do gênero Byrsonima. Nas flores de 
B. variabilis foi isolado galato de etila (ARAGÃO et al., 1990) e nas folhas de B. 
verbascifolia, ácido ursólico (DOSSEH et al., 1980). Nas folhas de B. crassifolia foram 
identificados os aminoácidos prolina, valina e ácido aspártico, que são substâncias do 
metabolismo primário, ainda pouco descritas no gênero Byrsonima (RASTRELLI et al., 
1997). 
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Figura 2 – Estruturas dos compostos isolados em espécies do gênero Byrsonima 
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2.1.5 Byrsonima coccolobifolia Kunth 
 
 
 Neste contexto, a espécie Byrsonima coccolobifolia Kunth obtida em cerrado intacto 
(Figura 3) foi estudada fitoquimicamente visando mostrar a similaridade química com as 
outras espécies de Byrsonima estudadas anteriormente e, em contrapartida, verificar se nessa 
espécie há compostos químicos ainda não encontrados no gênero. 
 
Figura 3 – Fotos das partes aéreas de Byrsonima coccolobifolia Kunth coletada em cerrado intacto (Fonte: 
arquivo do autor) 
 
 Sabe-se que B. coccolobifolia Kunth é frequente nas áreas de vegetação aberta da 
América do Sul, havendo registros de sua ocorrência no Brasil, Bolívia, Venezuela e 
República Cooperativa da Guiana. Na Amazônia, essa espécie ocorre em áreas de mata e 
cerrado. É característica dessa espécie ser constituída por arbustos e arvoretas com altura 
inferior a 3 m (BENEZAR e PESSONI, 2006).  
 No cerrado central brasileiro, o período de floração de B. coccolobifolia Kunth tem 
duração de dois meses, com início nos meses de setembro ou outubro e final em novembro ou 
dezembro. No Pantanal, a floração concentra-se também no período de outubro a dezembro, 
com frutificação na estação das chuvas (BARROS, 1992; POTT e POTT, 1994).  
 Em Roraima, os frutos de B. coccolobifolia Kunth são explorados de maneira 
extrativista por populações tradicionais para serem empregados no preparo de sucos e 
refrescos. Regionalmente, esta espécie é denominada de ‘murici’ e ocorre associada a B. 
crassifolia (L.) Kunth, que é sempre mais abundante, porém apresenta frutos menores, o que 
permite diferenciá-las (POTT e POTT, 1994).  
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 Algumas propriedades medicinais de B. coccolobifolia Kunth foram avaliadas por Alves 
et al. (2000), que comprovaram a atividade moluscocida contra Biomphalaria glabrata e 
antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa. 
Assim, essa espécie mostrou ter grande importância farmacológica, o que justifica dar 
continuidade aos estudos de atividade biológica e realizar também estudos químicos com essa 
planta. 
 O capítulo 2 descreve um estudo fitoquímico da espécie Byrsonima coccolobifolia 
Kunth coletada em cerrado intacto. Os extratos obtidos em hexano e em acetato de etila foram 
submetidos a métodos cromatográficos clássicos e, através de técnicas espectroscópicas (IV e 
RMN de 1H e 13C), foi possível elucidar os compostos isolados. Na identificação dos 
compostos presentes no extrato metanólico de folhas e galhos de B. coccolobifolia, utilizou-se 
a técnica de espectrometria de massas por electrospray (ESI-MS), por inserção direta dos 
extratos solubilizados em metanol.  
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2.2 METODOLOGIA 
 
 
2.2.1 Procedimentos gerais 
 
 
Nos procedimentos de separação por cromatografia em coluna (CC) foi utilizada sílica 
gel 60 (0,063-0,2mm, Macherey-Nagel) como fase estacionária. Os solventes empregados 
como fase móvel foram hexano, acetato de etila, clorofórmio e metanol (puros ou combinados 
e em ordem crescente de polaridade).  
Para a reunião de frações semelhantes obtidas na coluna cromatográfica de cada 
extrato, foram executadas análises de cromatografia em camada delgada (CCD), sendo 
utilizada como fase estacionária sílica gel 60G (0,045mm, Merck) na espessura de 
aproximadamente 1 mm; como fase móvel utilizaram-se os solventes hexano, acetato de etila, 
clorofórmio e metanol (puros ou combinados) e usou-se vanilina perclórica (constituída por 
vanilina etanólica a 1% p/v e ácido perclórico a 3% v/v, misturados na proporção de 1:1) 
como solução reveladora, seguido por aquecimento em estufa a 130 oC.  
A purificação das substâncias isoladas foi efetuada através de recristalização 
utilizando éter etílico ou acetona como solventes. As substâncias isoladas dos extratos, 
quando obtidas em massa suficiente, tiveram seu ponto de fusão determinados e foram 
submetidas a testes de triagem fitoquímica para a pesquisa de triterpenos e esteróides (teste 
Lieberman-Burchard, LB), utilizando metodologia descrita por Matos (1997) e Sharapin 
(2000).  
Nesse teste LB, o material seco foi dissolvido em 1,0 mL de clorofórmio e em seguida 
foi adicionado 1,0 mL de anidrido acético, homogeneizando-se o conjunto. Posteriormente, 
foram acrescentadas cuidadosamente três a quatro gostas de ácido sulfúrico concentrado ao 
tubo de ensaio e agitou-se suavemente. A formação de coloração rósea até vermelha indica a 
presença de triterpenoides pentacíclicos livres e coloração azul evanescente seguida por verde 
permanente é indicativa de esteroides livres. 
Para identificar as substâncias isoladas dos extratos hexânico e em acetato de etila de 
B. coccolobifolia, os espectros de RMN foram obtidos em espectrômetro Bruker Avance 
DRX-200 ou DRX-400, operando a 200 ou 400 MHz para 1H e a 50 ou 100 MHz para 13C, na 
temperatura de 300 K. Na dissolução das amostras utilizou-se o CDCl3 ou DMSO como 
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solventes e o tetrametilsilano (TMS) como referência interna. Os deslocamentos químicos (δ) 
foram expressos em ppm. 
Os espectros de absorção no infravermelho (IV) dos compostos isolados foram 
registrados na faixa de 4000 a 400 cm-1 em espectrômetro Shimadzu IR-408 utilizando 
pastilhas de KBr ou usando o equipamento Spectrum One Perkin Elmer, que possui 
dispositivo ATR e permite obter o espectro diretamente da amostra sólida, sem necessidade 
de preparar pastilha. A escolha do espectrômetro a ser utilizado foi baseada na disponibilidade 
dos mesmos para as análises. 
Na identificação dos compostos presentes nos extratos metanólicos de folhas e galhos 
de B. coccolobifolia, os espectros de massas por electrospray (ESI-MS) foram obtidos em 
espectrômetro LCQFleet da Thermo-Scientific, utilizando velocidade de fluxo de 15 µLmin-1, 
com bomba de seringa, voltagem spray de 4,0-6,5 V, voltagem capilar de 11,0 V, temperatura 
capilar de 275 oC e nitrogênio empregado como gás nebulizador.  
 
 
2.2.2 Material vegetal e extração 
 
 
As partes aéreas de Byrsonima coccolobifolia Kunth foram coletadas em janeiro de 
2009, em área de cerrado da reserva natural da empresa ArcelorMittal na cidade de 
Itamarandiba, Minas Gerais. O material vegetal foi identificado pelo Prof. Dr. Carlos Victor 
Mendonça, do Departamento de Ciências Biológicas da Universidade Federal dos Vales do 
Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM) e uma exsicata dessa espécie foi arquivada no herbário 
DIA da UFVJM, registrada sob o número 1900. 
Após secagem a sombra e temperatura ambiente, folhas e galhos da espécie B. 
coccolobifolia Kunth foram separados, pulverizados em moinho de facas (Tecnal) e 
submetidos à extração exaustiva (por maceração) sem aquecimento com solventes de 
polaridade crescente: hexano, acetato de etila e metanol. Os extratos brutos foram filtrados e 
concentrados em evaporador rotatório (Fisatom), sendo obtidos conforme mostra a Figura 4. 
Para obtenção de cada extrato bruto, o procedimento de extração foi realizado três vezes. 
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Figura 4 – Fluxograma de obtenção dos extratos das folhas e dos galhos de B. coccolobifolia Kunth 
 
 
2.2.3 Estudo fitoquímico e isolamento de substâncias 
 
 
Os extratos hexânicos e acetato de etila das folhas e dos galhos foram elaborados 
separadamente através de técnicas cromatográficas clássicas (item 2.2.1, pág. 31) com a 
finalidade de isolar substâncias, que seriam elucidadas posteriormente por técnicas 
espectroscópicas (IV e RMN de 1H e 13C). Os extratos metanólicos de folhas e galhos foram 
analisados diretamente através de ESI-MS.  
 
 
2.2.3.1 Elaboração do extrato hexânico das folhas de B. coccolobifolia Kunth 
 
 
O extrato hexânico obtido das folhas de Byrsonima coccolobifolia (4,0 g) foi 
submetido à CC de sílica gel (200,0 g de fase estacionária), utilizando-se como eluentes 
Extratos hexânicos 
(4,6 g / 1,5 g)  
Torta 1 
Extratos em acetato de etila 
(21,7 g / 25,3 g) 
Material vegetal seco e moído 
(folhas= 326,6 g / galhos= 372,4 g) 
Extratos metanólicos 
(26,2 g / 16,3 g) 
1- Extração com hexano;  
2- Remoção do solvente. 
1- Extração com acetato de etila e filtração  
2- Remoção do solvente. 
1- Extração c m hexano e filtração  
2- Remoção d  s lvent . 
1- Extração com metanol e filtração  
2- Remoção do solvente. 
Torta 2 
Torta 3 
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hexano, clorofórmio, acetato de etila e metanol (puros ou combinados, em ordem crescente de 
polaridade). Foram coletadas 105 frações de aproximadamente 250 mL cada, que através de 
CCD, foram reunidas em 24 grupos similares (Tabela 2). 
Tabela 2 – Grupos da coluna do extrato hexânico das folhas de B. coccolobifolia 
Grupo Fração Característica macroscópica Massa (mg) Elucidação estrutural  
1 1 Sólido branco 558,1 – * 
2 2-7 Sólido amarelo 75,2 – * 
3 8 Cera incolor 68,1 – * 
4 9-10 Cera amarela 47,3 – * 
5 11-27 Cera amarela 63,3 – * 
6 28 Cera amarela 77,3 – * 
7 29-30 Sólido amarelo 15,7 – * 
8 31-34 Cera amarela 182,2 – * 
9 35-41 Sólido amarelo 90,1 – * 
10 42-44 Sólido amarelo 26,1 – * 
11 45 Sólido branco 76,9 IV e RMN (UFMG) 
12 46-48 Sólido branco 263,6 – * 
13 49 Sólido branco 30,0 IV e RMN (UFMG) 
14 50-54 Sólido branco-amarelado 520,0 a  
15 55-56 Sólido branco 10,0 IV e RMN (UFMG) 
16 57-61 Sólido branco-amarelado 101,6 – * 
17 62-66 Sólido branco-amarelado 103,3 – * 
18 67-68 Cera amarela 174,6 – * 
19 69-83 Cera esverdeada 73,2 – * 
20 84-92 Sólido verde escuro 435,5 – * 
21 93-95 Cera incolor 39,6 – * 
22 96-97 Sólido amarelo 148,9 – * 
23 98-104 Cera incolor 29,1 – * 
24 105 Cera esverdeada 136,2 – * 
* O grupo não foi trabalhado devido à massa ser pequena ou ao padrão complexo observado em CCD. aFoi feita 
outra coluna desse grupo para tentar isolar compostos. 
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As substâncias identificadas nas folhas de B. coccolobifolia receberam a notação “BF” 
e as encontradas tanto em folhas quanto em galhos, “BFG”. Todas as substâncias isoladas 
foram submetidas à reação de triagem fitoquímica (teste Lieberman-Burchard). 
 
   Grupo 11 (fração 45) 
O grupo 11 apresentou-se como um sólido branco de ponto de fusão na faixa de 246-
251 oC, que mostra uma única mancha ao ser analisado por CCD, indicando tratar-se de uma 
substância pura. Uma amostra foi enviada para análise espectroscópica no IV e de RMN de 
1H e 13C e, comparando-se com dados da literatura, foi identificada a substância BF1. 
 
 
 Grupo 13 (fração 49) 
O grupo 13 apresentou-se como um sólido branco, que mostra uma única mancha ao 
ser analisado por CCD, indicando tratar-se de uma substância pura. Uma amostra foi enviada 
para análise espectroscópica no IV e de RMN de 1H e 13C e, comparando-se com dados da 
literatura, foi identificada a substância BF2. 
 
 
 Grupo 14 (frações 50 a 54) 
O grupo 14 apresentou-se como um sólido branco-amarelado, que mostra duas 
manchas principais ao ser analisado por CCD. Foi submetido à CC de silica gel utilizando 
como fase móvel isocrática uma mistura de hexano:clorofórmio (4:6), sendo coletadas 209 
frações de aproximadamente 20 mL cada. Apesar da tentativa, não foi possível obter 
compostos isolados nesse grupo. 
 
 
 Grupo 15 (frações 55 e 56) 
O grupo 15 apresentou-se como um sólido branco, que mostra uma mancha principal 
ao ser analisado por CCD. Uma amostra foi enviada para análise espectroscópica no IV e de 
RMN de 1H e 13C e, comparando-se com dados da literatura, foi identificada uma mistura das 
substâncias BF3 e BFG1.  
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2.2.3.2 Elaboração do extrato em acetato de etila das folhas de B. coccolobifolia Kunth 
 
 
O extrato em acetato de etila obtido das folhas de Byrsonima coccolobifolia (10,0 g) 
foi submetido à CC de sílica gel (400,0 g de fase estacionária), utilizando-se como eluentes 
hexano, clorofórmio, acetato de etila e metanol (puros ou combinados, em ordem crescente de 
polaridade). Foram coletadas 140 frações de aproximadamente 250 mL cada, que por CCD, 
foram reunidas em 19 grupos similares (Tabela 3). 
Tabela 3 - Grupos da coluna do extrato em acetato de etila das folhas de B. coccolobifolia 
Grupo Fração Característica macroscópica Massa (mg) Elucidação estrutural  
1 1-6 Cristais brancos 78,9 – * 
2 7-12 Sólido amarelo 94,1 – * 
3 13 Cristais brancos 63,3 – * 
4 14-26 Sólido amarelo 4,2 – * 
5 27-29 Sólido esbranquiçado 94,4 IV e RMN (UFMG) 
6 30-40 Sólido branco-amarelado 20,9 – * 
7 41-43 Sólido branco 56,6 – * 
8 44-59 Sólido amarelo 133,9 – * 
9 60-67 Sólido branco 172,3 – * 
10 68-71 Sólido verde 521,6 – * 
11 72-79 Cristais brancos 125,0 IV e RMN (UFMG) 
12 80-81 Sólido branco 19,9 – * 
13 82-83 Sólido amarelo claro 30,5 – * 
14 84 Sólido verde claro 25,8 – * 
15 85-87 Sólido amarelo claro 38,3 – * 
16 88-89 Sólido amarelo 22,7 – * 
17 90-95 Sólido branco 124,9 a 
18 96-99 Sólido verde 105,7 – * 
19 100-140 Sólido marrom escuro 3185,0 – * 
* O grupo não foi trabalhado devido à massa ser pequena ou ao padrão complexo observado em CCD. a Foi feita 
outra coluna desse grupo para tentar isolar compostos. 
 As substâncias isoladas foram submetidas à reação de triagem fitoquímica (teste LB). 
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Grupo 5 (frações 27 a 29) 
O grupo 5 do extrato em acetato de etila apresentou-se como um sólido esbranquiçado, 
que mostra duas manchas principais ao ser analisado por CCD. Uma amostra foi enviada para 
análise espectroscópica no IV e de RMN de 1H e 13C e, comparando-se com dados da 
literatura, foi identificada uma mistura das substâncias BF4, BF5 e BF6. 
 
 
  Grupo 11 (frações 72 a 79) 
O grupo 11 apresentou-se como cristais brancos, que mostra uma mancha principal ao 
ser analisado por CCD. Uma amostra foi enviada para análise espectroscópica no IV e de 
RMN de 1H e 13C e, comparando-se com dados da literatura, foi identificada uma mistura das 
substâncias BF7 e BF8. 
 
 
 Grupo 17 (frações 90 a 95) 
O grupo 17 apresentou-se como um sólido branco, que mostra quatro manchas ao ser 
analisado por CCD. Foi submetido à CC de silica gel utilizando como fase móvel isocrática 
uma mistura de clorofórmio: acetato de etila (6:4), sendo coletadas 153 frações de 
aproximadamente 20 mL cada. Apesar da tentativa, não foi possível obter compostos isolados 
nesse grupo. 
 
 
2.2.3.3 Análise do extrato metanólico das folhas de B. coccolobifolia Kunth 
 
 
O extrato metanólico seco das folhas (10 mg) foi dissolvido em metanol até completar 
volume de 1 mL e analisado diretamente por ESI-MS nos modos positivo e negativo. Além 
disso, os principais picos foram selecionados e fragmentados por MS/MS. Foi possível 
identificar a presença das substâncias BF9-15 e BFG2-8, que foram separadas em três grupos 
principais: ácidos fenólicos, proantocianídias e flavonoides. Os dados obtidos no espectro 
fingerprint e os resultantes da fragmentação foram comparados com os encontrados na 
literatura. 
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2.2.3.4 Elaboração do extrato hexânico dos galhos de B. coccolobifolia Kunth 
 
 
 As substâncias identificadas nos galhos de B. coccolobifolia receberam a notação 
“BG” e os compostos encontrados tanto em folhas quanto em galhos, “BFG”. Devido à 
pequena quantidade de extrato hexânico obtida dos galhos de Byrsonima coccolobifolia (1,5 
g), optou-se por não fazer um estudo fitoquímico mais minucioso com essa amostra.  
Entretanto, durante a secagem desse extrato, houve a formação de um sólido branco, 
que foi separado do restante do material através de lavagem com éter etílico. Após 
recristalização, o sólido formado foi analisado por CCD, apresentando somente uma mancha.  
Essa amostra foi submetida à reação de triagem fitoquímica (teste Lieberman-Burchard) e 
analisada por RMN de 1H e de 13C, comparando-se com os dados encontrados na literatura, 
sendo identificado o composto BFG1. 
 
 
2.2.3.5 Elaboração do extrato em acetato de etila dos galhos de B. coccolobifolia Kunth 
 
 
Foi realizada uma tentativa de elaboração do extrato em acetato de etila obtido dos 
galhos de B. coccolobifolia. Uma parcela de 10,0 g desse extrato foi submetida à CC de sílica 
gel (300,0 g de fase estacionária), utilizando como eluentes hexano, clorofórmio, acetato de 
etila e metanol (puros ou combinados, em ordem crescente de polaridade). Foram coletadas 
38 frações de aproximadamente 150 mL cada, que, por CCD, foram reunidas em 17 grupos 
similares (Tabela 4). Apesar das tentativas de isolamento de substâncias no extrato em acetato 
de etila dos galhos da planta, não foi possível isolar nenhuma substância pura. 
 
Tabela 4 - Grupos da coluna do extrato em acetato de etila dos galhos de B. coccolobifolia 
Grupo Fração Característica macroscópica Massa (mg) Elucidação estrutural 
1 1 Sólido amarelo 6,0 – * 
2 2-3 Sólido verde escuro 481,4 – * 
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Continuação Tabela 4 
Grupo Fração Característica macroscópica Massa (mg) Elucidação estrutural 
3 4 Sólido verde 129,5 – * 
4 5-6 Sólido amarelo 154,7 a 
5 7-8 Sólido marrom 47,7 – * 
6 9-11 Sólido marrom 89,7 – * 
7 12-16 Sólido marrom escuro 165,8 – * 
8 17-18 Sólido marrom escuro 91,6 – * 
9 19-22 Sólido marrom escuro 94,4 – * 
10 23 Sólido acastanhado 548,9 – * 
11 24-25 Sólido marrom escuro 33,6 – * 
12 26-27 Sólido marrom 4,8 – * 
13 28-29 Sólido marrom 106,6 a 
14 30-31 Sólido marrom claro 15,6 – * 
15 32-34 Sólido marrom claro 63,3 – * 
16 35 Sólido marrom 6,0 – * 
17 36-38 Sólido marrom 6,9 – * 
* O grupo não foi trabalhado devido à massa ser pequena ou ao padrão complexo observado em CCD. a Foi feita 
outra coluna desse grupo para tentar isolar compostos. 
 
 
  Grupo 4 (frações 5 e 6) 
O grupo 4 apresentou-se como um sólido amarelo, que mostra três manchas ao ser 
analisado por CCD. Foi submetido à CC de silica gel utilizando como fase móvel isocrática 
uma mistura de clorofórmio: acetato de etila (6:4), sendo coletadas 30 frações de 
aproximadamente 20 mL cada. Apesar da tentativa, não foi possível obter compostos isolados 
nesse grupo. 
 
 
 Grupo 13 (frações 28 e 29) 
O grupo 13 apresentou-se como um sólido marrom, que mostra três manchas ao ser 
analisado por CCD. Foi submetido à CC de silica gel utilizando como fase móvel isocrática 
uma mistura de clorofórmio:acetato de etila (1:9), sendo coletadas 25 frações de 
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aproximadamente 20 mL cada. Apesar da tentativa, não foi possível obter substâncias isoladas 
nesse grupo. 
 
 
2.2.3.6 Análise do extrato metanólico dos galhos de B. coccolobifolia Kunth 
 
 
O extrato metanólico seco dos galhos (10 mg) foi dissolvido em metanol até completar 
volume de 1 mL e analisado diretamente por ESI-MS nos modos positivo e negativo. Além 
disso, os principais picos obtidos por ESI-MS foram selecionados e fragmentados por 
MS/MS. Foi possível identificar a presença dos compostos BG1-2 e BFG2-8, que foram 
separados em três grupos principais: ácidos fenólicos, proantocianidinas e flavonoides. Os 
dados obtidos no espectro fingerprint e os resultantes da fragmentação foram comparados 
com os encontrados na literatura. 
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
2.3.1 Elucidação estrutural das substâncias e misturas obtidas do extrato hexânico das 
folhas de B. coccolobifolia Kunth 
 
 
BF1   Friedelan-3-ona (Friedelina) 
 
 
 
 
 
 
 
 
A substância BF1 apresenta uma única mancha ao ser analisada por CCD, indicando 
tratar-se de uma substância pura. Também mostra resultado positivo para o teste de 
Liebermann-Burchard (LB), exibindo coloração avermelhada, sendo este um resultado 
positivo para triterpenos. Seu espectro no IV (Figura 5, pág. 42) mostra a presença de bandas 
de absorção em 2925 e 2868 cm-1 características de estiramento (ν) C-H e absorções em 1462 
e 1389 cm-1, referentes à deformação CH2 e CH3, respectivamente. Apresentou também uma 
banda intensa em 1714 cm-1, referente a νC=O, indicando presença do grupo carbonila de 
cetona (BARBOSA, 2007).  
O espectro de RMN de 1H (Figura 6, pág. 42) apresenta sete simpletos referentes a 
grupos metila e um dupleto em δH 0,87, referente aos átomos de hidrogênio do grupo metila 
23, característico de esqueleto friedelano (SILVA, 2007). Há também sinais entre δH 1,92 e 
2,43, correspondentes aos átomos de hidrogênio metilênicos e metínicos. Não foram 
observados sinais acima de δH 3,00, indicando ausência de hidroxila ou ligações duplas entre 
carbonos no composto BF1. 
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Figura 5 – Espectro no IV de BF1 (ATR) 
 
 
Figura 6 – Espectro de RMN de 1H de BF1 (CDCl3; 200 MHz) 
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O espectro de RMN de 13C (Figura 7) apresenta 29 sinais e, através do subespectro 
DEPT-135 (Figura 8), foi possível estabelecer que tais sinais referem-se a CH3, CH2, CH ou a 
carbonos não hidrogenados (C). 
Figura 7 – Espectro de RMN de 13C de BF1 (CDCl3; 50 MHz) 
Figura 8 – Subespectro DEPT-135 de BF1 (CDCl3; 50 MHz)  
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Essas informações espectroscópicas, aliadas ao ponto de fusão (246-251 oC) e a 
comparação com dados de RMN de 13C da literatura (MAHATO e KUNDU, 1994; SILVA, 
2007), indicam que BF1 trata-se do triterpeno friedelina (Tabela 5). 
 
Tabela 5 – Comparação dos dados de RMN de 13C de BF1 com a literatura 
Cn BF1 (δ) DEPT Lit. (δ) Cn BF1 (δ) DEPT Lit. (δ) 
1 22,3 CH2 22,3 16 36,0 CH2 36,0 
2 41,5 CH2 41,5 17 30,0 C 30,0 
3 – – 213,2 18 42,8 CH 42,8 
4 58,2 CH 58,2 19 35,3 CH2 35,3 
5 42,1 C 42,1 20 28,2 C 28,1 
6 41,3 CH2 41,3 21 32,8 CH2 32,7 
7 18,2 CH2 18,2 22 39,2 CH2 39,2 
8 53,0 CH 53,1 23 6,8 CH3 6,8 
9 37,4 C 37,4 24 14,6 CH3 14,6 
10 59,4 CH 59,4 25 17,9 CH3 17,9 
11 35,6 CH2 35,6 26 20,3 CH3 20,2 
12 30,5 CH2 30,5 27 18,7 CH3 18,6 
13 39,7 C 39,7 28 32,1 CH3 32,1 
14 38,3 C 38,3 29 35,0 CH3 35,0 
15 32,4 CH2 32,4 30 31,8 CH3 31,8 
 
 A friedelina foi isolada da casca do caule de B. crassa (HIGUCHI et al., 2008) e de B. 
verbascifolia (GOTTLIEB et al., 1975). Quanto à ação biológica relacionada à friedelina, a 
atividade antiulcerogênica das folhas de Maytenus ilicifolia (Celastraceae) é atribuída a esse 
composto isolado ou presente em mistura com outros triterpenos (QUEIROGA et al., 2000). 
Além disso, a friedelina possui atividade in vitro frente à Staphylococcus aureus, Escherichia 
coli e contra o fungo Aspergillus niger. E também foi demonstrada uma ação anti-inflamatória 
e analgésica relacionada à friedelina (SANTOS-OLIVEIRA et al., 2009).  
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A substância BF2 exibe uma única mancha ao ser analisada por CCD, indicando 
tratar-se de um composto puro.  Apresenta uma coloração esverdeada quando submetido ao 
teste de LB, indicando tratar-se de um esteróide. O espectro de IV desse composto (Figura 9) 
mostra bandas de absorção em 2926 e 2866 cm-1, características de νC-H e em 1452 e 1385 
cm-1, atribuídas à deformação C-H de grupos metílicos e metilênicos, evidenciando a natureza 
alifática do composto. Observou-se também uma banda larga em 3472 cm-1 característica de 
νO-H e absorção em 1092 e 1036 cm-1 atribuída a νC-O de álcoois (BARBOSA, 2007). 
Figura 9 – Espectro no IV de BF2 (ATR) 
O espectro de RMN de 1H (Figura 10, pág. 46) apresenta um acúmulo de sinais 
relativos a átomos de hidrogênio metínicos, metilênicos e metílicos, na região de δH 0,64 a 
2,05, o que evidenciou haver estrutura alifática na substância BF2. O dupleto em δH 5,63 foi 
atribuído a um hidrogênio olefínico e o sinal em δH 3,46, referente a um hidrogênio 
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oximetínico, característicos dos hidrogênios H3 e H6, respectivamente, do β-sitosterol 
(AMBROZIN, 2004; BARROS, 2008).  
Figura 10 – Espectro de RMN de 1H de BF2 (CDCl3; 200 MHz) 
No espectro de RMN de 13C (Figura 11), os sinais em δC 122,1 e 141,6 são 
característicos de átomos de carbono olefínicos (C-6 e C-5, respectivamente) do β-sistosterol. 
Apesar de ter sido observada uma banda em 1708 cm-1 no espectro de IV (Figura 9, pág. 45), 
característica de νC=O – que foi atribuída a alguma impureza na amostra – todos os outros 
resultados espectroscópicos e a comparação com os dados da literatura (DE-EKNAMKUL e 
POTDUANG, 2003), sugerirem que o composto BF2 trata-se do β-sitosterol. 
 
Figura 11 – Espectro de RMN de 13C de BF2 (CDCl3; 50 MHz) 
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O subespectro DEPT-135 (Figura 12) permite identificar os sinais de carbono 
atribuídos a CH3, CH2, CH ou a carbonos não hidrogenados (C). Todas essas informações 
aliadas aos dados de RMN de 13C da literatura (Tabela 6; DE-EKNAMKUL e POTDUANG, 
2003), indicam BF2 trata-se do β-sitosterol. 
Figura 12 – Subespectro DEPT-135 de BF2 (CDCl3; 50 MHz)  
 
 
Tabela 6 – Comparação dos dados de RMN de 13C de BF2 com a literatura 
Cn BF2 (δ) DEPT Lit. (δ) Cn BF2 (δ) DEPT Lit. (δ) 
1 38,9 CH2 37,2 16 27,8 CH2 28,2 
2 32,1 CH2 31,6 17 – – 56,0 
3 – – 71,8 18 – – 11,8 
4 41,5 CH2 42,2 19 18,7 CH3 19,4 
5 141,6 C 140,7 20 34,5 CH 36,1 
6 122,0 – 121,7 21 18,4 CH3 18,8 
7 32,7 CH2 31,9 22 33,1 CH2 33,9 
8 32,4 CH 31,9 23 27,8 CH2 26,0 
9 49,7 CH 50,1 24 47,4 CH 45,8 
10 37,8 C 36,5 25 28,9 CH 29,1 
11 22,7 C 21,1 26 20,1 CH3 19,8 
12 39,3 CH2 39,7 27 19,6 CH3 19,0 
13 40,8 C 42,3 28 23,6 CH2 23,0 
14 – – 56,7 29 14,1 CH3 12,0 
15 23,6 CH2 24,3     
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O β-sitosterol é um esteroide isolado em plantas do gênero Byrsonima, sendo 
encontrado nas folhas de B. crassifolia (RIVERO-CRUZ et al., 2009) e na casca do caule de 
B. verbascifolia (GOTTLIEB et al., 1975). 
No que diz respeito à atividade medicinal do β-sitosterol, apresenta importante 
propriedade anti-inflamatória. Além disso, o β-sitosterol, associado a outros esteróides, é 
efetivo no tratamento da hiperplasia benigna de próstata, doença que atinge acima de 50% dos 
homens com idade superior a 50 anos (ACCIOLY, 2009; CECHINEL FILHO, 2000). Esse 
esteróide possui atividade in vitro contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli 
(VIRTUOSO et al., 2005).  
 
 
Mistura das substâncias BF3 e BFG1   α-amirina e β-amirina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
As substâncias BF3 e BFG1 apresentam uma única mancha na análise por CCD, 
indicando tratar-se de substância pura, com resultado positivo para o teste de LB (coloração 
avermelhada), o que indicou ser da classe dos triterpenos. O espectro de absorção na região do 
IV dessas substâncias (Figura 13, pág. 49) apresenta absorções em 2922 a 2853 cm-1 
características de νC-H, uma banda larga em 3285 cm-1 referente a νO-H de álcoois e bandas 
em 1096 a 1035 cm-1, características de νC-O de álcool (BARBOSA, 2007).  
A multiplicidade de sinais na região de menor deslocamento químico dos espectros de 
RMN de 1H (Figura 14, pág. 50) e de 13C (Figura 15, pág. 50) revela o caráter triterpênico da 
mistura das substâncias BF3 e BFG1. 
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Figura 13 – Espectro no IV da mistura das substâncias BF3 e BFG1 (ATR) 
 
No espectro de RMN de 1H (Figura 14, pág. 50) os sinais em δH 5,18e 5,12 
correspondem a átomos de hidrogênio olefínicos em C-12 de esqueleto triterpênico, além de 
sinais entre δH 0,75 e 2,17, referentes a átomos de hidrogênio metílicos, metilênicos e 
metínicos; em δH 3,26 e 3,21, relativos a hidrogênio oximetínico H-3 de ursanos e de 
oleananos, respectivamente. Os simpletos em δH 1,13 e 0,87 são característicos de átomos de 
hidrogênios metílicos em C-27 e C-29 de triterpeno da classe dos oleananos (BARROS, 
2008). Essas informações sugerem que tais espectros são relativos a uma mistura de 
compostos triterpênicos com esqueletos ursânico e oleanânico. 
O espectro de RMN de 13C (Figura 15, pág. 50) apresenta sinais na região de olefinas 
para os carbonos sp2 C-13 e C-12 em δC 145,1 e 121,7ppm de oleanos  e em δC 139,5 e 124,2 
de ursanos, respectivamente. O sinal em δC 79,0 corresponde a carbono C-3 para os dois 
esqueletos triterpênicos (MAHATO e KUNDU, 1994; BARROS, 2008). O subespectro 
DEPT-135 (Figura 16, pág. 34) indica a presença de CH3, CH2, CH e carbonos não 
hidrogenados (C). 
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Figura 14 – Espectro de RMN de 1H da mistura das substâncias BF3 e BFG1 (CDCl3; 200 MHz) 
Figura 15 – Espectro de RMN de 13C da mistura das substâncias BF3 e BFG1 (CDCl3; 50 MHz) 
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Figura 16 – Subespectro DEPT-135 da mistura das substâncias BF3 e BFG1 (CDCl3; 50 MHz)  
 
Assim, os dados (Tabela 7, pág. 52) sugerem que BF3 e BFG1 sejam uma mistura dos 
triterpenos pentacíclicos α-amirina e β-amirina (MAHATO e KUNDU, 1994; BARROS, 
2008). Essas substâncias foram identificadas anteriormente em B. crassa (HIGUCHI et al., 
2008), B. verbascifolia (GOTTLIEB et al., 1975) e B. variabilis (ARAGÃO et al., 1990). 
Foi investigada por Higuchi et al. (2008) a atividade da mistura de α-amirina e β-
amirina contra o patógeno Mycobacterium tuberculosis, revelando uma ação 10 vezes mais 
potente dessa mistura de triterpenos quando comparada aos constituintes isolados, mostrando 
haver um sinergismo na atividade antituberculose desses compostos. 
Também foi estudada a atividade alelopática – ação sobre crescimento de partes aéreas 
e de radículas de vegetais – de α-amirina e β-amirina, bem como de seus derivados (ANAYA 
et al., 2003; MACÍAS-RUBALCAVA et al., 2007). E outros pesquisadores comprovaram 
uma potente atividade anti-inflamatória da mistura desses triterpenos (OLIVEIRA et al., 
2004).  
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Tabela 7 – Comparação dos dados de RMN de 13C da mistura das substâncias BF3 e BFG1 
com a literatura 
Cn BF3 (δ) DEPT Lit. (δ) Cn BFG1 (δ) DEPT Lit. (δ) 
1 38,8 CH2 38,7 1 38,8 CH2 38,7 
2 27,4 CH2 27,2 2 27,4 CH2 27,3 
3 79,0 CH 78,3 3 79,0 CH 79,0 
4 38,6 C 38,7 4 38,6 C 38,8 
5 55,2 CH 55,2 5 55,2 CH 55,3 
6 18,4 CH2 18,3 6 18,4 CH2 18,5 
7 32,9 CH2 32,9 7 32,6 CH2 32,8 
8 39,8 C 40,0 8 39,8 C 38,8 
9 47,6 CH 47,7 9 47,6 CH 47,7 
10 37,1 C 36,9 10 36,9 C 37,6 
11 23,4 CH2 23,3 11 23,5 CH2 23,6 
12 124,4 CH 124,3 12 121,7 CH 121,8 
13 139,6 C 139,3 13 145,2 C 145,1 
14 42,1 C 42,0 14 41,7 C 41,8 
15 28,8 CH2 28,7 15 26,2 CH2 26,2 
16 28,6 CH2 26,6 16 26,6 CH2 27,0 
17 33,7 C 33,7 17 32,5 C 32,5 
18 59,1 CH 58,9 18 47,2 CH 47,4 
19 39,7 CH 39,6 19 46,8 CH2 46,9 
20 39,7 CH 39,6 20 31,1 C 31,1 
21 31,0 CH2 31,2 21 34,7 CH2 34,8 
22 41,5 CH2 41,5 22 36,6 CH2 37,2 
23 28,1 CH3 28,1 23 28,1 CH3 28,2 
24 15,6 CH3 15,6 24 15,5 CH3 15,5 
25 15,6 CH3 15,6 25 15,6 CH3 15,6 
26 16,8 CH3 16,8 26 16,8 CH3 16,9 
27 23,3 CH3 23,3 27 26,0 CH3 26,0 
28 28,1 CH3 28,1 28 28,4 CH3 28,4 
29 17,5 CH3 17,4 29 33,4 CH3 33,3 
30 19,3 CH3 21,3 30 23,7 CH3 23,7 
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2.3.2 Elucidação estrutural das misturas de substâncias obtidas do extrato em acetato de 
etila das folhas de B. coccolobifolia Kunth 
 
 
Mistura das substâncias BF4, BF5 e BF6   3β,23-diidroxi-urs-12-en-28-ato de metila, 
2β,3β-diidroxi-urs-12-en-28-ato de metila e Ácido 2α,19α-diidroxi-3β-acetil-olean-28-
óico 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os compostos BF4, BF5 e BF6 apresentam duas manchas principais na análise por 
CCD e uma coloração avermelhada quando submetidos ao teste de LB, indicando tratar-se de 
triterpenos.  
O espectro de absorção na região do IV desses constituintes (Figura 17, pág. 54) 
apresenta absorções em 2952 a 2850 cm-1 características de νC-H, uma banda larga em 3568 a 
3422 cm-1 referente a νO-H, absorções em 1458 e 1386 cm-1 características de νC-O de ácido 
carboxílico e bandas em 1180 a 1038 cm-1 referentes a νC-O-C de éster. Além das bandas 
características de νC=O de éster em 1734 cm-1 e de  νC=O de ácido carboxílico em 1718 e 
1706 cm-1 (BARBOSA, 2007). 
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Figura 17 – Espectro no IV da mistura das substâncias BF4, BF5 e BF6 (KBr 1%) 
Os múltiplos sinais na região de menor deslocamento químico dos espectros de RMN 
de 1H (Figura 18) e de 13C (Figuras 19A e 19B, pág. 55) revelam o caráter triterpênico da 
mistura das substâncias BF4, BF5 e BF6. 
Figura 18- Espectro de RMN de 1H da mistura das substâncias BF4, BF5 e BF6 (DMSO; 400 MHz) 
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Figura 19A – Espectro de RMN de 13C da mistura das substâncias BF4, BF5 e BF6 (DMSO; 100 MHz) 
 
Figura 19B – Expansão do espectro de RMN de 13C da mistura das substâncias BF4, BF5 e BF6 (DMSO; 100 
MHz) 
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No espectro de RMN de 1H (Figura 18, pág. 54) observam-se sinais em δH 5,17 e 5,14, 
referentes a hidrogênios olefínicos H-12 de esqueleto triterpênico. O espectro de RMN de 13C 
(Figuras 19A e 19B, pág. 55) e o subespectro DEPT-135 (Figuras 20A e 20B, pág. 56 e 57) 
registram sinais em δC 124,6 e 126,9 (CH) e sinais em δC 138,3 e 138,7 (C), característicos de 
átomos de carbono olefínicos (C-12 e C-13, respectivamente) de esqueleto ursano, indicando 
que BF4 e BF5 sejam uma mistura dessa classe de triterpenos (MIRANDA, 2007). O sinal 
intenso em  δH 3,51, atribuído ao hidrogênio oximetínico H-3. O sinal em δC 78,0 no espectro 
de RMN de 13C (Figuras 19A e 19B, pág. 55) é característico de carbono C-3 ligado a 
hidroxila em esqueleto triterpênico. 
Figura 20A – Subespectro DEPT-135 da mistura das substâncias BF4, BF5 e BF6 (DMSO; 100 MHz) 
 
O espectro de RMN de 1H (Figura 18, pág. 54) apresenta sinais entre δH 0,71 e 2,12, 
que foram característicos de átomos de hidrogênio metílicos, metilênicos e metínicos, e em δH 
3,17, relativo a hidrogênio oximetínico H-3 de triterpeno oleanano. Os sinais de simpletos em 
δH 1,12 e 0,88, característico de átomos de hidrogênio metílicos em C-27 e C-29 de triterpeno 
do tipo oleanano (BARROS, 2008). Portanto, os espectros de BF4-6 correspondem a uma 
mistura de compostos triterpênicos com esqueletos dos tipos ursano e oleanano.   
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Figura 20B – Expansão do subespectro DEPT-135 da mistura das substâncias BF4, BF5 e BF6 (DMSO; 100 
MHz) 
 
A análise dos espectros de RMN de 1H (Figura 18, pág. 54) e de 13C (Figuras 19A e 
19B, pág. 55) e do subespectro DEPT-135 (Figuras 20A e 20B, pág. 56 e 57) mostrou a 
presença de uma mistura de triterpenos ursanos e oleananos, em que a confirmação estrutural 
e a atribuição dos sinais de carbono foram feitas pela comparação dos deslocamentos 
químicos de RMN de 13C com a literatura (Tabela 8, pág. 58; MAHATO e KUNDU, 1994). 
Os compostos BF4-6 não foram encontrados ainda no gênero Byrsonima. Mas um 
análogo de BF4, o ácido 3β,23-diidroxi-urs-12-en-28-oico, foi identificado em duas espécies 
da família Rubiaceae: Guettarda angelica (SOUSA et al., 1984) e Cigarrilla mexicana 
(MATA et al., 1988). Um composto similar a BF5, o ácido 2α,3β-diihroxi-urs-12-en-28-oico, 
foi isolado em Prunus africana (FOURNEAU et al., 1996) e Eriobotrya japônica, 
(ROLLINGER et al., 2010), ambas da família Rosaceae.  
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Tabela 8 – Comparação dos dados de RMN de 13C da mistura das substâncias BF4, BF5 e 
BF6 com a literatura 
Cn BF4 (δ) DEPT Lit. (δ) BF5 (δ) DEPT Lit. (δ) BF6 (δ) DEPT Lit. (δ) 
1 37,4 CH2 38,8 45,8 CH2 44,3 37,4 CH2 38,1 
2 27,6 CH2 27,3 71,8 CH 71,0 67,3 CH 66,5 
3 78,1 CH 78,8 78,0 CH 78,4 82,4 CH 80,9 
4 38,9 C 38,8 38,1 C 38,0 37,8 C 37,9 
5 54,9 CH 55,4 54,9 CH 55,2 54,9 CH 55,7 
6 18,2 CH2 18,4 18,2 CH2 18,1 18,2 CH2 18,7 
7 33,5 CH2 33,0 32,8 CH2 32.9 33,5 CH2 33,7 
8 39,1 C 39,6 39,1 C 39,6 40,4 C 40,0 
9 47,8 CH 47,5 47,0 CH 47,9 47,2 CH 48,2 
10 37,7 C 37,0 37,7 C 36,6 37,7 C 37,4 
11 23,1 CH2 23,3 23,4 CH2 23,4 23,9 CH2 23,9 
12 126,9 CH 125,5 124,6 CH 125,6 121,6 CH 123,2 
13 138,7 C 138,0 138,4 C 138,1 144,0 C 144,9 
14 41,3 C 42,0 41,3 C 42,1 41,8 C 42,2 
15 28,1 CH2 28,2 27,6 CH2 27,9 29,1 CH2 28,4 
16 23,9 CH2 24,3 23,9 CH2 24,2 30,3 CH2 29,2 
17 47,8 C 48,1 47,2 C 48,1 45,6 C 46,1 
18 53,3 CH 52,8 52,5 CH 52,9 – – 44,8 
19 39,3 CH 39,1 39,5 CH 39,0 82,4 CH 81,3 
20 38,6 CH 38,8 38,6 CH 38,8 37,8 C 35,7 
21 30,3 CH2 30,7 30,3 CH2 30,6 30,3 CH2 29,2 
22 36,5 CH2 36,7 36,5 CH2 36,6 33,5 CH2 33,2 
23 28,1 CH2 28,2 28,9 CH3 29,7 28,9 CH3 28,2 
24 16,2 CH3 15,5 17,2 CH3 17,3 17,0 CH3 16,9 
25 16,4 CH3 15,7 16,4 CH3 16,4 16,2 CH3 15,3 
26 17,0 CH3 16,9 16,8 CH3 16,9 17,3 CH3 17,5 
27 23,5 CH3 23,6 23,4 CH3 23,6 25,2 CH3 24,9 
28 179,1 C 177,7 178,5 C 178,0 178,8 C 180,9 
29 17,0 CH3 16,9 17,0 CH3 17,0 28,9 CH3 28,8 
30 21,0 CH3 21,2 20,9 CH3 21,1 25,2 CH3 24,9 
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Mistura das substâncias BF7 e BF8   3α-hidroxi-olean-12-en-28-ato de metila e 3β-
hidroxi-olean-12-en-28-ato de metila  
 
 
 
 
 
 
 
 
A mistura das substâncias BF7 e BF8 apresenta uma mancha principal na análise por 
CCD e exibe coloração avermelhada para o teste Lieberman-Burchard, indicativo de 
triterpeno.  
O espectro no IV da mistura dessas substâncias (Figura 21) apresenta absorções em 
2920 a 2850 cm-1 características de νC-H, uma banda larga em 3588 a 3434 cm-1 referente a 
νO-H, absorção em 1458 cm-1 característico de deformação CH3 e banda intensa referente a 
νC=O em 1690 cm-1 (BARBOSA, 2007). 
Figura 21 – Espectro no IV da mistura das substâncias BF7 e BF8 (KBr 1%) 
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Os sinais múltiplos na região de menor deslocamento químico dos espectros de RMN 
de 1H (Figura 22) e de 13C (Figura 23, pág. 61) mostram que a mistura das substâncias BF7 e 
BF8 apresentam esqueleto triterpênico.  
Figura 22 – Espectro de RMN de 1H da mistura das substâncias BF7 e BF8 (DMSO e CDCl3; 400 MHz) 
No espectro de RMN de 1H (Figura 22), o sinal intenso em δH 3,66 foi atribuído ao 
hidrogênio oximetínico H-3 de esqueleto triterpênico de oleananos (BARROS, 2008). No 
espectro de RMN de 13C (Figura 23, pág. 61) o sinal em δC 77,3 foi atribuído à hidroxila 
ligada ao carbono C-3. No espectro de RMN de 1H (Figura 22), os sinais entre δH 0,68 e 2,53 
são característicos de átomos de hidrogênio metílicos, metilênicos e metínicos. 
No espectro de RMN de 13C (Figura 23, pág. 61) e no subespectro DEPT-135 (Figura 
24, pág. 61), os sinais em δC 124,8 e 121,7 (CH) e sinais em δC 138,2 e 143,9 (C) são 
característicos de átomos de carbono olefínicos (C-12 e C-13, respectivamente) de esqueleto 
triterpênico, indicando que a mistura das substâncias BF7 e BF8 sejam dessa classe de 
compostos. Outros sinais foram observados em δC 179,0 e 178,7, relativos a C=O de ésteres. 
A análise dos espectros de RMN de 1H (Figura 22) e de 13C (Figura 23, pág. 61) e do 
subespectro DEPT-135 (Figura 24, pág. 61) indica que os compostos BF7 e BF8 sejam uma 
mistura dos triterpenos oleananos 3α-hidroxi-olean-12-en-28-ato de metila e 3β-hidroxi-
olean-12-en-28-ato de metila (Tabela 9; MAHATO e KUNDU, 1994). 
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Figura 23 – Espectro de RMN de 13C da mistura das substâncias BF7 e BF8 (DMSO e CDCl3; 100 MHz) 
 
Figura 24 – Subespectro DEPT-135 da mistura das substâncias BF7 e BF8 (DMSO e CDCl3; 100 MHz) 
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Tabela 9 – Comparação dos dados de RMN de 13C da mistura das substâncias BF7 e BF8 
com a literatura 
Cn BF7 (δ) DEPT Lit. (δ) Cn BF8 (δ) DEPT Lit. (δ) 
1 41,0 CH2 41,7 1 45,9 CH2 46,4 
2 27,8 CH2 27,6 2 27,4 CH2 27,4 
3 77,3 CH 78,9 3 77,3 CH 78,3 
4 38,9 C 38,5 4 39,1 C 39,1 
5 47,3 CH 48,1 5 55,0 CH 55,3 
6 18,2 CH2 18,1 6 18,2 CH2 18,3 
7 32,6 CH2 32,5 7 32,6 CH2 32,6 
8 39,5 C 39,7 8 39,3 C 39,1 
9 47,3 CH 47,4 9 47,3 CH 47,5 
10 38,9 C 38,3 10 38,9 C 38,3 
11 23,1 CH2 23,2 11 23,1 CH2 23,1 
12 121,8 CH 122,1 12 124,9 CH 124,3 
13 143,9 C 143,8 13 138,3 C 139,3 
14 41,8 C 41,9 14 41,8 C 41,7 
15 27,7 CH2 27,7 15 27,8 CH2 27,6 
16 23,1 CH2 23,2 16 23,6 CH2 23,5 
17 47,1 C 46,8 17 45,7 C 46,6 
18 41,0 CH 41,3 18 41,0 CH 41,3 
19 45,9 CH2 46,0 19 45,9 CH2 45,8 
20 30,6 C 30,7 20 30,6 C 30,7 
21 33,6 CH2 34,0 21 33,6 CH2 33,8 
22 32,6 CH2 32,5 22 32,6 CH2 32,3 
23 28,4 CH3 28,5 23 28,4 CH3 28,6 
24 21,2 CH3 21,9 24 17,0 CH3 16,8 
25 16,1 CH3 16,4 25 17,0 CH3 16,8 
26 17,0 CH3 17,0 26 17,0 CH3 16,8 
27 25,8 CH3 26,2 27 25,8 CH3 26,0 
28 179,0 C 178,1 28 178,7 C 178,0 
29 32,9 CH3 33,2 29 32,9 CH3 33,1 
30 23,6 CH3 23,6 30 23,4 CH3 23,5 
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Os compostos BF7 e BF8 ainda não foram encontrados no gênero Byrsonima. Mas um 
análogo do composto BF8, o ácido 3β-hidroxi-olean-12-en-28-oico (ácido oleanólico), foi 
identificado nas espécies B. crassifolia (RIVERO-CRUZ et al., 2009), B. microphylla 
(MENDES et al., 1999) e B. verbascifolia (DOSSEH et al., 1980). Algumas atividades 
medicinais foram relacionadas ao ácido oleanólico, como ação anti-inflamatória, antiviral e os 
efeitos anti-hiperlipidêmico e gastroprotetor (LIU, 2005; SÁNCHEZ et al., 2006). 
 
 
2.3.3 Elucidação estrutural de substância identificada no extrato hexânico dos galhos de 
B. coccolobifolia Kunth 
 
 
BFG1   β-amirina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O composto BFG1 (132,6 mg), obtido por lavagem direta do extrato hexânico (1,5 g) 
dos galhos de B. coccolobifolia, apresenta uma mancha única na análise por CCD, indicando 
tratar-se de uma substância pura, e resultado positivo para o teste de LB (coloração 
avermelhada), característico de triterpenos. 
No espectro de RMN de 1H (Figura 25, pág. 64), o sinal em δH 5,18 corresponde a 
hidrogênio olefínico em C-12 de esqueleto triterpênico. Os sinais múltiplos entre δH 0,72 e 
2,05 correspondem aos átomos de hidrogênios metílicos, metilênicos e metínicos. O sinal em 
δH 3,23 corresponde a hidrogênio oximetínico H-3 de oleananos (BARROS, 2008). 
O espectro de RMN de 13C (Figura 26, pág. 64) apresenta sinais na região de olefinas 
para os carbonos sp2 C-13 e C-12 em δC 145,2 e 121,7 de oleanos e sinal em δC 79,0 
corresponde a carbono C-3 para o esqueleto triterpênico (MAHATO e KUNDU, 1994; 
OH
1
2
3
4
5
10
6
7
8
9
11
12
13
14
15
16
17
18
19 20 21
22
2324
29 30
25 26
28
27
β-amirina 
64 
 
BARROS, 2008). E a partir do subespectro DEPT-135 (Figura 27, pág. 65), foi possível 
identificar os sinais de carbono atribuídos a CH3, CH2, CH e carbonos não hidrogenados (C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25 – Espectro de RMN de 1H de BFG1 (CHCl3; 200 MHz) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26 – Espectro de RMN de 13C de BFG1 (CHCl3; 50 MHz) 
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Figura 27 – Subespectro DEPT-135de BFG1 (CHCl3; 50 MHz) 
 
Todas essas informações espectroscópicas aliadas ao ponto de fusão (176-182 oC) e a 
comparação com dados de RMN de 13C da literatura (MAHATO e KUNDU, 1994), 
permitiram identificar sinais referentes à substância BFG1 (Tabela 10) como sendo a β-
amirina. 
 
Tabela 10 – Comparação dos dados de RMN de 13C de BFG1 com a literatura 
Cn BFG1 (δ) DEPT Lit. (δ) Cn BFG1 (δ) DEPT Lit. (δ) 
1 38,6 CH2 38,7 16 27,0 CH2 27,0 
2 27,2 CH2 27,3 17 32,5 C 32,5 
3 79,0 CH 79,0 18 47,2 CH 47,4 
4 39,8 C 38,8 19 46,8 CH2 46,9 
5 55,2 CH 55,3 20 31,1 C 31,1 
6 18,7 CH2 18,5 21 34,7 CH2 34,8 
7 32,9 CH2 32,8 22 37,2 CH2 37,2 
8 39,8 C 38,8 23 28,1 CH3 28,2 
9 47,6 CH 47,7 24 15,5 CH3 15,5 
10 37,0 C 37,6 25 15,6 CH3 15,6 
11 23,5 CH2 23,6 26 16,8 CH3 16,9 
12 121,7 CH 121,8 27 26,2 CH3 26,0 
13 145,2 C 145,1 28 28,4 CH3 28,4 
14 41,7 C 41,8 29 33,3 CH3 33,3 
15 26,2 CH2 26,2 30 23,7 CH3 23,7 
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A β-amirina, identificada no extrato em hexano dos galhos de B. coccolobifolia, foi 
obtida através de uma rápida lavagem do extrato e em quantidade relevante (rendimento de 
8,8%). Esse composto foi elucidado anteriormente em B. crassa (HIGUCHI et al., 2008), B. 
verbascifolia (GOTTLIEB et al., 1975) e B. variabilis (ARAGÃO et al., 1990). 
Quanto às atividades biológicas da β-amirina, estudos indicam atividade alelopática 
dessa substância e de seus derivados (MACÍAS-RUBALCAVA et al., 2007) e ação anti-
inflamatória (OLIVEIRA et al., 2004).  
 
 
2.3.4 Elucidação estrutural das substâncias identificadas no extrato metanólico das 
folhas e dos galhos de B. coccolobifolia Kunth 
 
 
A análise por ESI-MS do extrato metanólico das folhas de Byrsonima coccolobifolia, 
no modo negativo [ESI-MS-(-)] conduziu a resultados mais informativos da composição 
química desse extrato. Dessa forma, embora o modo positivo [ESI-MS-(+)] tenha sido 
testado, somente os resultados em modo negativo serão apresentados e discutidos.  
Figura 28 – Espectro de massas por electrospray do extrato metanólico das folhas de B. coccolobifolia avaliado 
no modo negativo 
 
Na Figura 28, os picos relativamente intensos no intervalo de m/z 183 a 929 
correspondem a moléculas desprotonadas do tipo [M – H] –. Para maior confiabilidade nas 
atribuições feitas aos íons obtidos, realizaram-se fragmentações dos principais íons pela 
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técnica MS/MS, permitindo confirmar a presença de certos compostos químicos no extrato 
metanólico. A partir dos resultados obtidos e da comparação com outros dados da literatura, 
foi possível identificar os compostos químicos presentes no extrato metanólico de B. 
coccolobifolia. 
No extrato em metanol das folhas de B. coccolobifolia encontram-se alguns derivados 
do ácido galoilquínico (Tabela 11), que são ácidos fenólicos cujo núcleo principal é o ácido 
quínico, que pode estar esterificado com uma ou mais unidades de ácido gálico. Foram 
detectados os ácidos 3-O-galoilquínico (m/z 343, BF9), 3,4-O-digaloilquínico (m/z 495, 
BFG4), 3,4,5-O-trigaloilquínico (m/z 647, BFG5) e 1,3,4,5-O-tetragaoilquínico (m/z 799, 
BFG6) e foram encontrados também outros ácidos fenólicos e derivados, como o galato de 
metila (m/z 183, BFG2) e o ácido quínico (m/z 191, BFG3). 
 
Tabela 11 – Relação m/z dos íons [M – H] –, principais fragmentos MS/MS e compostos 
detectados por ESI-MS na análise de extrato metanólico das folhas de B. coccolobifolia 
Relação m/z  Fragmento MS/MS Composto 
Ácidos Fenólicos ou Derivados 
183 – Galato de metila (BFG2) 
191 – Ácido quínico (BFG3) 
343 191, 169 Ácido 3-O-galoilquínico (BF9) 
495 343, 191 Ácido 3,4-O-digaloilquínico (BFG4) 
647 495, 477, 343 Ácido 3,4,5-O-trigaloilquínico (BFG5) 
799 647, 629, 601, 477 Ácido 1,3,4,5-O-tetragaloilquínico (BFG6) 
Proantocianidinas 
577 559, 451, 425, 407, 289 Dímero epicatequina (BFG7) 
Flavonoides 
301 – Quercetina (Q) (BF10) 
433 301 Q-3-O-α-L-arabinopiranosídeo (BFG8) 
447 301 Q-3-O-raminosídeo (BF11) 
463 301 Q-3-O- β-D-galactopiranosídeo (BF12) 
585 433, 301 Q-3-O-(2’’-galoil)-α-L-arabinopiranosídeo 
(BF13) 
615 463, 301 Q-3-O-(2’’-galoil)-β-D-galactopiranosídeo 
(BF14) 
793 537 Derivado de amentoflavona (BF15) 
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No extrato metanólico das folhas, foi possível identificar os seguintes flavonoides e 
seus derivados (Tabela 11): quercetina [Q, (m/z 301, BF10)], Q-3-O-α-L-arabinopiranosídeo 
(m/z 433, BFG8), Q-3-O-raminosídeo (m/z 477, BF11), Q-3-O-β-D-galactopiranosídeo (m/z 
463, BF12), Q-3-O-(2’’-galoil)-α-L-arabinopiranosídeo (m/z 585, BF13), Q-3-O-(2’’-galoil)-
β-D-galactopiranosídeo (m/z 615, BF14),  e um derivado de amentoflavona (m/z 793, BF15). 
Também foi elucidada uma proantocianidina nesse extrato de B. coccolobifolia, o dímero 
epicatequina (m/z 577, BFG7). 
A investigação por ESI-MS do extrato metanólico dos galhos, no modo negativo 
conduziu também a resultados mais informativos da composição química de Byrsonima 
coccolobifolia.  
 Na Figura 29, os picos relativamente intensos no intervalo de m/z 183 a 907, 
correspondem a moléculas desprotonadas do tipo [M – H] –. Com a finalidade de garantir 
maior confiabilidade nas atribuições feitas aos íons obtidos, foram realizadas fragmentações 
dos principais íons através da técnica MS/MS, que permitiu confirmar muitos compostos 
químicos presentes no extrato metanólico. 
 No extrato em metanol dos galhos de B. coccolobifolia foram identificados alguns 
ácidos fenólicos ou derivados (Tabela 12, pág. 69), como o galato de metila (m/z 183, BFG2) 
e o ácido quínico (m/z 191, BFG3). Foram encontrados alguns derivados do ácido 
galoilquínico como os ácidos 3,4-O-digaloilquínico (m/z 495, BFG4), 3,4,5-O-trigaloilquínico 
(m/z 647, BFG5) e 1,3,4,5-O-tetragaoilquínico (m/z 799, BFG6).  
Figura 29 – Espectro de massas por electrospray do extrato metanólico dos galhos de B. coccolobifolia avaliado 
no modo negativo 
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Tabela 12 – Relação m/z dos íons [M – H] –, principais fragmentos MS/MS e compostos 
detectados por ESI-MS na análise de extrato metanólico dos galhos de B. coccolobifolia 
 
 No extrato metanólico dos galhos, foi possível identificar as seguintes 
proantocianidinas (Tabela 12): dímero epicatequina (m/z 577, BFG7), galato do dímero 
epicatequina (m/z 729, BG1) e trímero epicatequina (m/z 865, BG2). Também foi elucidado o 
flavonoide quercetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo (m/z 433, BFG8). 
Na Figura 30 (pág. 70) encontram-se as estruturas de alguns compostos identificados 
no extrato metanólico de folhas e galhos de B. coccolobifolia. Analisando os dados deste 
estudo, que utilizou a técnica de espectrometria de massas por electrospray, foi perceptível 
que o modo negativo produziu melhores resultados para o fingerprint dos extratos 
metanólicos de B. coccolobifolia analisados.  Além disso, a técnica de ESI-MS-(-) mostrou 
ser uma ferramenta rápida e poderosa para a caracterização qualitativa de misturas complexas 
presentes em extratos de plantas. 
O modo negativo foi escolhido tendo em vista o conhecimento prévio da composição 
química do gênero Byrsonima, que apresenta muitos derivados fenólicos os quais se ionizam 
facilmente pela desprotonação das hidroxilas fenólicas, sendo normalmente estas as moléculas 
transferidas para a fase gasosa como íons negativos (SANNOMIYA et al., 2007b).  
 
Proantocianidinas  
577 
729 
865 
559, 451, 425, 407, 289 
711, 577, 559, 451, 425, 407 
847, 739, 713, 695, 587, 577 
Dímero epicatequina (BFG7) 
Galato do dímero epicatequina (BG1) 
Trímero epicatequina (BG2) 
Flavonoides   
433 301 Quercetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo 
(BFG8) 
Realção m/z  Fragmento MS/MS Composto 
Ácidos Fenólicos ou Derivados 
183 – Galato de metila (BFG2) 
191 – Ácido quínico (BFG3) 
495 343, 191 Ácido 3,4-O-digaloilquínico (BFG4) 
647 495, 477, 343 Ácido 3,4,5-O-trigaloilquínico (BFG5) 
799 647, 629, 601, 477 Ácido 1,3,4,5-O-tetragaloilquínico (BFG6) 
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Galato de metila (BFG2)      Ácido quínico (BFG3)            Ácido 3-O-galoilquínico (BF9)           *(Galoil)         
                                                  
        
  
 
                               
 
 
 
 
Figura 30 – Alguns compostos detectados no extrato metanólico de folhas e galhos de B. coccolobifolia 
 
Os componentes químicos presentes no extrato em metanol de folhas e galhos de B. 
coccolobifolia são ácidos fenólicos e seus derivados, proantocianidinas e flavonoides. Esses 
compostos são desprotonados facilmente e transferidos de forma eficiente para a fase gasosa 
do espectrômetro de massas como íons negativos [M – H]-. 
O galato de metila (m/z 183), um derivado de ácido fenólico encontrado no extrato 
metanólico de folhas e galhos de B. coccolobifolia, foi detectado anteriormente em muitas 
espécies de Byrsonima, como B. bucidaefolia (CASTILLO-AVILA et al., 2009), B. crassa 
(HIGUCHI et al., 2008), B. crassifolia (GUILHON-SIMPLICIO e PEREIRA, 2011), B. 
microphylla (MENDES et al., 1999), B. fagifolia (LIMA et al., 2008) e B. intermedia 
(SANNOMIYA et al., 2007a). O ácido quínico (m/z 191), presente nos extratos em metanol 
de folhas e galhos de B. coccolobifolia, foi identificado em B. fagifolia (LIMA et al., 2008) e 
B. intermedia (SANNOMIYA et al., 2007c). 
Os derivados do ácido galoilquínico identificados nas folhas e nos galhos de B. 
coccolobifolia – como o ácido 3,4-O-digaloilquínico (m/z 495), o 3,4,5-O-trigaloilquínico 
(m/z 647) e o 1,3,4,5-O-tetragaloilquínico (m/z 799) – e o ácido 3-O-galoilquínico (m/z 343), 
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que esteve presente somente nas folhas, já foram encontrados anteriormente em extratos das 
espécies B. crassa (SANNOMIYA et al., 2005a) e B. fagifolia (SANNOMIYA et al., 2007b). 
Quanto à proantocianidina identificada no extrato metanólico de folhas e galhos de B. 
coccolobifolia, o dímero epicatequina (m/z 577), foi encontrado na espécie B. crassa 
(SANNOMIYA et al., 2005a) e B. crassifolia (GEISS et al., 1995). As proantocianidinas 
encontradas no extrato dos galhos de B. coccolobifolia, como galato do dímero epicatequina 
(m/z 729) e trímero epicatequina (m/z 865), foram isoladas anteriormente na espécie B. crassa 
(SANNOMIYA et al., 2005a). 
O composto quercetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo (m/z 433), identificado no extrato 
de folhas e galhos de B. coccolobifolia, é o flavonóide mais citado como constituinte em 
extratos das espécies de Byrsonima, sendo encontrado em B. basiloba (LIRA et al., 2008), B. 
crassa (SANNOMIYA et al., 2005a), B. crassifolia (GUILHON-SIMPLICIO e PEREIRA, 
2011), B. intermedia (SANNOMIYA et al., 2007c) e B. verbascifolia (DOSSEH et al., 1980).  
Os demais flavonoides identificados nas folhas de B. coccolobifolia, como quercetina-
3-O-β-D-galactopiranosídeo (m/z 463) e quercetina-3-O-(2”-galoil)-β-D-galactopiranosídeo 
(m/z 585) foram encontrados nos extratos de B. crassa (SANNOMIYA et al., 2005a) e B. 
intermedia (SANNOMIYA et al., 2007c). A quercetina (m/z 301), encontrada também no 
extrato da folha de B. coccolobifolia, foi identificada anteriormente nas espécies B. crassifolia 
(GUILHON-SIMPLICIO e PEREIRA, 2011) e B. microphylla (MENDES et al., 1999). 
 Muitos estudos de atividade biológica foram realizados com as espécies do gênero 
Byrsonima, descrevendo uma ação antimicrobiana em extratos polares de B. crassa 
(SANNOMIYA et al., 2005b), B. crassifolia (RIVERO-CRUZ et al., 2009) e B. intermedia 
(MICHELIN et al., 2008). Essa atividade foi relacionada aos ácidos fenólicos e seus 
derivados e a diferentes flavonoides identificados nos extratos dessas plantas. 
 Outros trabalhos mostraram importantes atividades medicinais nas espécies do gênero 
Byrsonima. A atividade anti-inflamatória observada em B. crassifolia (MALDINI et al., 
2009), tem sido relacionada aos compostos polifenólicos presentes na espécie. A ação anti-
hemorrágica de B. crassa (NISHIJIMA et al., 2009), tem sido associada aos flavonoides e 
derivados identificados na planta.  
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2.3.5 Fragmentação MS/MS 
 
 
Os espectros de MS/MS de íons precursores confirmaram que derivados de ácidos 
fenólicos, flavonoides e proantocianidinas são as principais classes de metabólitos 
secundários encontrados nos extratos metanólicos de folhas e galhos da espécie Byrsonima 
coccolobifolia (Tabelas 11 e 12, pág. 67 e 69). Dois compostos encontrados nos extratos de 
folhas e galhos, que pertencem a diferentes classes de metabólitos secundários, foram 
escolhidos [ácido 3,4-O-digaloilquínico (m/z 495) e quercetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo 
(m/z 433)] e suas fragmentações foram mostradas na sequência. Os demais espectros MS/MS 
obtidos dos principais íons precursores podem ser visualizados no Apêndice (pág. 124). 
A fragmentação MS/MS da molécula desprotonada [M – H]- de m/z 495 corresponde 
ao espectro mostrado na Figura 31, com informação estrutural consistente com a molécula do 
ácido 3,4-O-digaloilquínico. A formação do pico base em m/z 343 e o fragmento em m/z 191, 
pode ocorrer pela perda sequencial de grupos galoil [M – 152 – H]- e [M – 2 x 152 – H]-, 
respectivamente. O pico base de m/z 343 foi formado através de clivagem homolítica, 
conforme Figura 32 (pág. 73). O fragmento em m/z 169 (Figura 31) refere-se à quebra do 
ácido 3,4-O-digaloilquínico e formação do ânion galoil [M - 326 - H]-. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31 – Espectro ESI-MS/MS do ânion de m/z 495 
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Figura 32 – Esquema da clivagem homolítica para formação do ânion-radical de m/z 343  
 
A fragmentação de segunda ordem da molécula desprotonada [M – H]- de m/z 433, 
corresponde ao espectro mostrado na Figura 33, que ilustra a informação estrutural de um 
derivado de quercetina glicosilado, a quercetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo. A formação do 
pico base em m/z 300 [M – 133 – H]-, referente ao ânion-radical de quercetina, pode ser 
formado por clivagem homolítica (Figura 34). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33 – Espectro ESI-MS/MS do ânion de m/z 433 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34 – Esquema da clivagem homolítica para formação do ânion-radical de m/z 300  
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Assim, a partir da técnica de espectrometria de massas por electrospray seguida da 
fragmentação dos íons moleculares por MS/MS, foi possível confirmar as estruturas dos 
compostos que apresentaram uma relação m/z específica, comparando-se os resultados obtidos 
com os dados da literatura (SANNOMIYA et al., 2005a; 2007b). Além do mais, essa técnica 
mostrou ser uma ferramenta muito útil para a rápida identificação de compostos presentes em 
extratos vegetais brutos, que possuem uma mistura complexa de substâncias em sua 
constituição. 
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CAPÍTULO 3: FENÓLICOS TOTAIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 
 
 
3.1 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
As espécies reativas oxidantes (EROs), dentre elas os radicais livres, são compostos 
instáveis e quimicamente muito reativos, sendo produzidos continuamente durante os 
processos metabólicos (normais ou patológicos), que podem vir também de fontes exógenas 
(físicas ou químicas). As EROs mais estudadas nos sistemas biológicos incluem as espécies 
reativas de oxigênio, de nitrogênio, derivados de tióis, de cloro, de carbono e complexos de 
metais de transição (VALKO et al., 2006a; VASCONCELOS et al., 2007). Tais compostos 
são fundamentais para a ocorrência de vários processos bioquímicos, atuando como 
mediadores da transferência de elétrons (HALLIWELL, 2009; OLIVEIRA et al., 2009).  
Porém, quando a concentração de EROs excede o normal, essas espécies podem 
causar danos celulares ou ativar caminhos de sinalização específicos (HANSEN et al., 2006). 
Muitas evidências têm indicado que o estresse oxidativo ou redox – definido como um 
desequilíbrio entre a produção de radicais e sua remoção pelos sistemas químicos e 
enzimáticos de defesa antioxidante – desempenha um papel importante na fisiopatologia de 
muitas doenças crônicas e degenerativas, tais como artrite reumatoide, câncer, diabetes, 
doenças cardiovasculares, Mal de Alzheimer e Mal de Parkinson (CHOE et al., 2010; CHUA 
et al., 2008; HSOUNA et al., 2011; KHANDRIKA et al., 2009; SACHIDANANDAM et al., 
2005; VALKO et al., 2006b).  
O sistema de defesa antioxidante corporal não-enzimático é composto por algumas 
substâncias, como glutationa e vitaminas C, E e K (CHAE et al., 2004). Os antioxidantes 
exógenos são formados basicamente por duas classes, os sintéticos e os naturais. Os 
antioxidantes sintéticos são utilizados amplamente na indústria alimentar, principalmente para 
proteger óleos e gorduras da peroxidação lipídica. No entanto, estudos demonstram que os 
antioxidantes sintéticos podem se acumular no corpo e resultar em carcinogênese e, também, 
em efeitos tóxicos (DENG et al., 2011; ZENG et al., 2011). Esses problemas não são 
observados quando se emprega antioxidantes naturais extraídos de plantas, que são 
considerados seguros, potencialmente nutritivos e com efeitos terapêuticos (GURSOY et al., 
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2010; LAFKA et al., 2011; SOUSA et al., 2007). Portanto, há um crescente interesse dos 
pesquisadores na busca por novos recursos de antioxidantes naturais, que seriam uma 
alternativa aos sintéticos. 
O efeito antioxidante observado em produtos vegetais é principalmente devido aos 
compostos fenólicos presentes nas plantas, como flavonoides, ácidos fenólicos, taninos e 
polifenóis (GUPTA e PRAKASH, 2009; QIU et al., 2009). Como uma importante categoria 
de compostos fitoquímicos, os fenólicos são componentes alimentares amplamente existentes 
nas plantas e foram considerados como tendo alta capacidade de eliminação de radicais livres 
(DUDONNÉ et al., 2009; GAO et al., 2010; LIU et al., 2008; RUFINO et al., 2010; 
SARIBURUN et al., 2010). 
As pesquisas sobre atividade antioxidante de plantas têm aumentado em virtude do 
interesse crescente na sua capacidade antioxidante, que apresenta efeitos  potencialmente 
positivos para a saúde (KATALINIC et al., 2006; MATKOWSKI et al., 2008;. VEERU et al., 
2009). Portanto, a avaliação da atividade antioxidante em vegetais é extremamente 
importante, pois as plantas podem apresentar grandes quantidades de antioxidantes naturais, 
seja no extrato bruto ou em compostos purificados e isolados. Nesta perspectiva, os extratos 
vegetais poderiam ser usados como fonte de moléculas antioxidantes, fundamentais para a 
prevenção ou até mesmo para o tratamento de diferentes patologias (GAN et al., 2010; 
SOUSA et al., 2007). 
As investigações de atividade antioxidante em espécies de Byrsonima vêm sendo 
realizadas devido à facilidade e rapidez dos ensaios. Através de diferentes metodologias, 
foram demonstradas que os extratos das espécies B. crassa, B. crassifolia, B. fagifolia e B. 
gardneriana apresentam atividade antioxidante, revelando o potencial terapêutico desse 
gênero da família Malpighiaceae (DAVID et al., 2007; LIMA et al., 2008; RUFINO et al., 
2009; SANNOMYIA et al., 2005c; SILVA et al., 2007a). 
A atividade antioxidante e o conteúdo de fenólicos totais foram avaliados e 
determinados nos extratos em acetato de etila e em metanol de folhas e galhos das espécies 
Byrsonima coccolobifolia (coletada em diferentes ambientes), B. verbascifolia e B. intermedia 
coletadas em região de cerrado intacto.  
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3.2 METODOLOGIA 
 
 
3.2.1 Preparo dos extratos 
 
 
As partes aéreas de Byrsonima coccolobifolia, B. verbascifolia e B. intermedia (Figura 
35) foram coletadas em região de cerrado do Vale do Jequitinhonha, em Minas Gerais, e as 
exsicatas dessas espécies foram arquivadas no herbário DIA da Universidade Federal dos 
Vales do Jequitinhonha e Mucuri, registradas sob os números 1900, 1899 e 1898, 
respectivamente.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35 – Fotos de partes aéreas das espécies (A) B. coccolobifolia, (B) B. verbascifolia  e (C) B. intermedia 
coletadas em cerrado intacto (Fonte: arquivo do autor) 
 
Após secagem a temperatura ambiente, folhas e galhos das espécies de Byrsonima 
foram pulverizados separadamente em moinho de facas (Tecnal), exceto os galhos de B. 
verbascifolia por serem muito rígidos. Os materiais moídos foram submetidos à extração 
exaustiva sem aquecimento com solventes de polaridade crescente: hexano, acetato de etila e 
metanol. Os extratos brutos foram filtrados e concentrados em evaporador rotatório (Fisatom), 
sendo obtidos conforme mostra a Figura 36 (pág. 78). Para obtenção de cada extrato bruto, o 
procedimento de extração foi realizado três vezes. No total, foram obtidos 15 extratos 
vegetais. 
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Figura 36 – Fluxograma de obtenção dos extratos das folhas e dos galhos das espécies B. coccolobifolia, B. 
verbascifolia e B. intermedia 
 
Em Itamarandiba, Minas Gerais, no local de coleta da espécie B. coccolobifolia Kunth, 
a região de cerrado era dividida em diferentes áreas, chamadas de parcelas. Nessas regiões 
aonde havia eucalipto, a empresa ArcelorMittal realiza a regeneração das áreas e nota-se o 
crescimento de espécies típicas do cerrado. Além dessas parcelas de recuperação do plantio de 
eucalipto, a empresa possui uma reserva natural de cerrado também destinada à pesquisa, e 
essa área é denominada de cerrado intacto. 
Assim, a espécie B. coccolobifolia (Bco) foi coletada em três condições ambientais 
diferentes (Figura 37, pág. 79): a sombra em parcela de recuperação de eucalipto (amostras 1 
e 2), ao sol em parcela de recuperação de eucalipto (amostras 3 e 4) e em cerrado intacto 
(amostras 5 e 6).  As espécies B. verbascifolia (Bve) e B. intermedia (Bin) foram coletadas 
somente em região de cerrado intacto (amostras 7, 8, 9 e 10), sendo a primeira coletada 
também em Itamarandiba-MG e a segunda, no Campus JK da UFVJM em Diamantina-MG. 
Na tabela 13 (pág. 79) encontram-se os dados das massas dos materiais vegetais secos e as 
respectivas quantidades dos diferentes extratos obtidos com as espécies Byrsonima 
coccolobifolia, B. verbascifolia e B. intermedia. 
 
 
Extratos hexânicos 
Torta 1 
Material vegetal seco e moído (três espécies de Byrsonima) 
1- Extração com acetato de etila e filtração  
2- Remoção do solvente. 
1- Extração com hexano e filtração  
2- Remoção do solvente. 
1- Extração com metanol e filtração  
2- Remoção do solvente. 
Torta 2 
Torta 3 
Extratos em acetato de etila 
Extratos metanólicos 
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Figura 37 – Fotos da espécie B. coccolobifolia coletadas em diferentes condições ambientais: (A) a sombra em 
região de eucalipto, (B) ao sol em região de eucalipto e (C) em cerrado intacto (Fonte: arquivo do autor) 
 
 
Tabela 13 – Massas (em g) dos materiais vegetais secos e dos extratos obtidos para diferentes 
espécies de Byrsonima 
NP = não foi preparado; * 1= folhas de Bco na sombra em região de eucalipto, 2= galhos de Bco na sombra em 
região de eucalipto, 3= folhas de Bco no sol em região de eucalipto, 4= galhos de Bco no sol em região de 
eucalipto, 5= folhas de Bco em cerrado intacto, 6= galhos de Bco em cerrado intacto, 7= folhas de Bve, 8= 
galhos de Bve, 9= folhas de Bin e 10= galhos de Bin.  
 
A identificação de todo material vegetal coletado foi realizada em colaboração com 
Prof. Dr. Carlos Victor Mendonça Filho, do Departamento de Ciências Biológicas da 
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM). Para os testes descritos 
a seguir, utilizaram-se os extratos em acetato de etila e em metanol obtidos das diferentes 
plantas. 
 
 
 
 
 
Extrato 
(g/g) 
B. coccolobifolia (g/g) B. verbascifolia 
 (g/g) - (7/8)*  
102,0/ NP 
B. intermedia 
(g/g) - (9/10)*  
294,3/257,2 
(1/2)*  
189,9/212,6 
(3/4)*  
522,0/376,3 
(5/6)*  
326,6/372,4 
Hexano 
Acetato  
de etila 
Metanol 
1,7/1,5 
 
11,2/4,4 
 
27,4/15,1 
2,9/1,6 
 
19,6/12,2 
 
40,6/21,4 
4,6/1,5 
 
21,7/25,3 
 
26,2/16,3 
0,9/NP 
 
2,4/NP 
 
6,4/NP 
1,6/0,3 
 
8,4/1,2 
 
26,5/15,3 
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3.2.2 Determinação do conteúdo de fenólicos totais 
 
 
Os extratos foram analisados de acordo com a metodologia descrita por Singh et al. 
(2002). Inicialmente, os extratos obtidos em acetato de etila e em metanol foram dissolvidos 
em metanol até obter uma concentração de 300 ppm. (As amostras foram preparadas 
solubilizando 3 mg de extrato em 10 mL de metanol.) Alíquotas de 0,2 mL das amostras 
previamente preparadas foram misturadas a 1,0 mL de reagente de Folin-Ciocalteu (Fluka) a 
10% v/v em metanol e 0,8 mL de solução de Na2CO3 7,5%. A mistura foi deixada em repouso 
por 30 min (em temperatura ambiente) e as absorbâncias foram medidas a 765 nm em 
Espectrofotômetro (Shimadzu, modelo UVmini-1240). Ácido tânico (Sigma) foi utilizado 
como padrão para construção da curva analítica. O conteúdo de fenólicos totais foi 
determinado como equivalentes em miligramas de ácido tânico por grama de extrato (mg 
AT/g) utilizando uma curva de regressão linear a partir das concentrações de 100, 150, 200, 
250, 300, 350, 400 e 450 ppm do padrão de ácido tânico. Os testes com as amostras dos 
extratos foram realizados em triplicata. 
 
 
3.2.3 Poder redutor 
 
 
Para a realização dos testes de poder redutor foi seguida metodologia descrita por 
Yildirin et al. (2001). Em tubos de ensaio foram colocadas alíquotas de 1,0 mL de soluções 
metanólicas dos extratos a 50, 100, 200 e 300 ppm. Como padrões utilizaram-se soluções 
metanólicas de ácido gálico (Sigma) nas mesmas concentrações. Foram acrescentados às 
alíquotas 1,0 mL de tampão fosfato (0,2 M e pH 6,6) e 1,5 mL de [K3Fe(CN)6] a 1%. Em 
seguida, as amostras foram incubadas em banho-maria a 50oC por 30 minutos. Após esse 
período, foi adicionado 1,5 mL de ácido tricloroacético (10%) e a mistura foi centrifugada a 
2500 rpm durante 8 min. Foram retirados 2,0 mL da camada superior, que foram acrescidos 
de 2,0 mL de água destilada e 0,5 mL de FeCl3 aquoso a 0,1%. A absorbância foi medida a 
700 nm em Espectrofotômetro (Shimadzu, modelo UVmini-1240). Os testes com as amostras 
dos extratos e do padrão foram realizados em triplicata. 
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3.2.4 Atividade de retirada de radical (ARR) usando DPPH 
 
 
Para a realização do teste com DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila, Sigma), foi 
seguida a metodologia descrita por Blois (1958) e Singh et al. (2002). Inicialmente foram 
preparadas soluções metanólicas dos extratos a 200 e 300 ppm e foram colocados 100 µL 
dessas amostras em tubos de ensaio. Como padrão, foram utilizados 100 µL de solução 
metanólica de ácido gálico (Sigma) a 200 e 300 ppm, em tubos de ensaio separados. Alíquotas 
de 5,0 mL de solução metanólica de DPPH 0,1 mM foram adicionadas aos tubos de ensaio, 
que em seguida foram agitados em Vórtex. Uma solução contendo 100 µL de metanol e 5,0 
mL da solução de DPPH, sem o extrato, foi usada como controle e o metanol foi utilizado 
como corretor da linha de base do Espectrofotômetro (Shimadzu, modelo UVmini-1240). Os 
tubos foram deixados em repouso em banho-maria a 27 oC por 20 min e as absorbâncias 
foram medidas a 517 nm em Espectrofotômetro. Os testes foram realizados em triplicata e a 
atividade de retirada de radical (ARR) foi expressa como a porcentagem de captura do radical 
DPPH, sendo calculada através da seguinte fórmula:  
 
%ARR = (Absorbância controle – Absorbância amostra) x 100 
     Absorbância controle 
 
 
3.2.5 Análise estatística 
 
 
 Os resultados dos ensaios de atividade antioxidante e dos testes de fenólicos totais 
foram expressos como médias de três medições (n=3) ± desvio padrão. Os dados foram 
submetidos à análise de variância unidirecional (ANOVA) e, em seguida, as médias foram 
comparadas por testes múltiplos de Tukey. Foram considerados estatisticamente diferentes os 
resultados que apresentaram p-valor menor que o nível de significância de 5%, isto é, P<0,05 
(ANOVA e teste Tukey). Para realizar essa análise estatística, foi utilizado o programa R 
(versão 2.10.1). 
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
3.3.1 Determinação do conteúdo de fenólicos totais 
 
 
No ensaio de fenólicos totais, o reagente Folin-Ciocalteu é uma mistura dos ácidos 
fosfomolibídico e fosfotunguístico, em que o molibdênio (Mo) e o tungstênio (W) encontram-
se no estado de oxidação 6+. Porém, na presença de certos agentes redutores, como os 
compostos fenólicos, formam-se os chamados molibdênio azul e tungstênio azul, em que a 
média do estado de oxidação dos metais está entre 5 e 6 e cuja coloração permite a 
determinação da concentração de substâncias redutoras, que não precisam ter necessariamente 
natureza fenólica (IKAWA et al., 2003; NACZK e SHAHIDI, 2004; SOUSA et al., 2007). 
Pelo método do Folin-Ciocalteu, o conteúdo de fenólicos totais foi determinado como 
equivalentes em miligrama de ácido tânico por grama de extrato (mg AT/g) usando uma curva 
de regressão linear (Figura 38), cuja equação de reta foi: 
A = 0,8879 + 9,622 x 10-4 C,   R = 0,9913 
sendo A = Absorbância; C = concentração de fenólicos totais em equivalentes de AT (mg);    
R = coeficiente de correlação. 
 
 
 
 
 
 
Figura 38 – Curva de regressão linear obtida com o padrão ácido tânico nas concentrações de 100, 150, 200, 
250, 300, 350, 400 e 450ppm 
 
Para que fosse obtida a quantidade em mg de AT nas soluções preparadas dos 
extratos, substituiu-se primeiramente o valor de A encontrado para cada extrato na curva de 
regressão a fim de encontrar o valor de C e, em seguida, utilizou-se a seguinte equação:  
mg AT (em 10 mL) = 10 x C (mg) / 1000 
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Para encontrar a concentração em mg de equivalente de AT/g de extrato, utilizou-se 
a expressão a seguir, lembrando que a massa de extrato utilizada no ensaio foi 3 mg: 
mg de AT /g de extrato = 1000 x mg AT (em 10 mL) / 3 
Assim, foi possível determinar o conteúdo de fenólicos totais em equivalentes de ácido 
tânico presente nos diferentes extratos das espécies de Byrsonima, cujos valores (média ± 
desvio padrão) são apresentados na Tabela 14. 
 
Tabela 14– Conteúdo de fenólicos totais nos extratos de folhas e galhos em acetato de etila 
(AE) e em metanol (M) de B. coccolobifolia (Bco), B. verbascifolia (Bve) e B. intermedia (Bin) 
Planta Extrato x Absorbância Média 
(765 nm) 
Fenólicos Totais y  
(mg AT/g ± DP z) 
 
 
 
 
Bco 
1 AE 
1 M 
2 AE 
2 M 
3 AE 
3 M 
4 AE 
4 M 
5 AE 
1,026 
1,022 
1,055 
1,004 
1,034 
1,003 
1,022 
0,995 
1,105 
479,58 ± 16,37def 
465,08 ± 13,35ef 
578,89 ± 24,25bc 
403,36 ± 20,88gh 
507,29 ± 20,88de 
397,59 ± 28,00gh 
465,72 ± 17,78ef 
369,87 ± 17,43h 
752,10 ± 14,14a 
5 M 1,057 585,82 ± 14,98bc 
6 AE 1,108 762,50 ± 11,31a 
6 M 1,068 623,92 ± 14,96b 
Bve 7 AE 0,940 180,49 ± 28,28
i 
7 M 1,016 443,78 ± 14,97fg 
 
Bin 
9 AE 1,025 474,96 ± 12,96def 
9 M 1,103 745,17 ± 12,3a 
10 AE 1,061 599,67 ± 10,20b 
10 M 1,040 526,92 ±  12,96cd 
x 1= folhas na sombra de Bco com eucalipto, 2= galhos na sombra de Bco com eucalipto, 3= folhas no sol de 
Bco com eucalipto, 4= galhos no sol de Bco com eucalipto, 5= folhas de Bco em cerrado intacto, 6= galhos de 
Bco em cerrado intacto, 7= folhas de Bve, 9= folhas de Bin e 10= galhos de Bin; y as médias seguidas da mesma 
letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05); z mg de equivalente de ácido tânico/g 
de extrato bruto ± desvio padrão da média. 
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 Conforme Sousa et al. (2007), os compostos fenólicos identificados em plantas 
enquadram-se em diversas categorias, tais como fenóis simples, ácidos fenólicos (derivados 
de ácido benzoico e cinâmico), cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e 
hidrolisáveis, lignanas e ligninas. 
 A atividade antioxidante de extratos vegetais tem sido correlacionada com o conteúdo 
de seus compostos fenólicos, principalmente devido à propriedade redox dos fenólicos, que 
atuam como agentes redutores, doadores de hidrogênio e quelantes de metais (CHEUNG et 
al., 2003; GUPTA e PRAKASH, 2009). Dessa forma, é importante considerar o efeito da 
concentração de fenólicos totais na atividade antioxidante dos extratos mais polares das 
espécies de Byrsonima.  
 Através dos resultados desse teste, compararam-se as espécies de B. coccolobifolia 
coletadas em diferentes condições ambientais (amostras 1 a 6) e, também, foi possível analisar 
as diferentes espécies de Byrsonima (B. coccolobifolia, B. verbascifolia e B. intermedia – 
amostras 5 a 10) obtidas em regiões de cerrado intacto. 
 Como pode ser observado na Tabela 14, o conteúdo de fenólicos totais foi elevado em 
quase todos os extratos de planta analisados, sendo maiores nas amostras de cerrado intacto de 
B. coccolobifolia (amostras 5 e 6) e depois em B. intermedia (amostras 9 e 10), quando se 
compara as três espécies em estudo.  Ao avaliar as espécies de B. coccolobifolia coletadas em 
ambientes distintos (amostras 1 a 6), verificou-se que todas apresentaram altos teores de 
compostos fenólicos (entre 369,87 e 762,50 mg AT/g), mas a espécie obtida de cerrado intacto 
apresentou valores mais elevados (variando de 585,82 a 762,50 mg AT/g). Isso confirma que 
as condições ambientais acabam por influenciar as diferentes constituições químicas do 
vegetal (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). 
 Analisando os extratos de diferentes polaridades, observou-se uma maior quantidade 
de fenólicos nos extratos em acetato de etila (AE) para a maioria das espécies estudadas. 
Além disso, quando se comparou o conteúdo de substâncias fenólicas nos extratos de galhos 
com o das folhas, foi visto que o teor de compostos fenólicos para algumas espécies é maior 
nos galhos e para outras é maior nas folhas. Assim, não foi possível fazer uma generalização 
do conteúdo fenólico usando como variável a parte da planta utilizada para preparar os 
extratos vegetais. 
 Os extratos em acetato de etila de folhas e galhos de B. coccolobifolia coletada em 
cerrado intacto (752,10 ± 14,14 mg AT/g e 762,50 ± 11,31 mg AT/g) e o extrato em metanol 
das folhas de B. intermedia (745,17 ± 12,33 mg AT/g) foram os que apresentaram os maiores 
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valores de fenólicos totais, não apresentando diferença estatística entre si, o que indica que 
esses extratos apresentariam elevadas atividades antioxidantes. 
 
 
3.3.2 Poder redutor 
 
 
O teste de poder redutor indica atividade de doação de elétron, que é um importante 
mecanismo de ação antioxidante fenólica, podendo também ser correlacionado a outras 
propriedades antioxidantes (ZENG et al., 2011). Nesse ensaio, o complexo ferricianeto (Fe3+) 
é convertido a ferrocianeto (Fe2+) e ocorre mudança da cor amarela para verde, evidenciando 
o poder redutor da amostra (CHUA et al., 2008).   
Esse ensaio foi o primeiro a ser realizado para avaliar a atividade antioxidante presente 
nos diferentes extratos das espécies de Byrsonima. Os resultados são mostrados nas Figuras 
39 e 40 (pág. 86). Quando as diferentes concentrações de cada extrato vegetal são 
comparadas, verificou-se que um aumento de absorbância na mistura reacional indica 
aumento do poder redutor, ou seja, os extratos possuem uma atividade antioxidante através da 
redução de metal. 
Assim como no teste de fenólicos totais, neste ensaio de poder redutor compararam-se 
as espécies de B. coccolobifolia coletadas em diferentes condições ambientais (Figura 39, pág. 
86; amostras 1 a 6) e, também, foram analisadas as diferentes espécies de Byrsonima (B. 
coccolobifolia, B. verbascifolia e B. intermedia – Figura 40, pág. 86; amostras 5 a 10) obtidas 
em regiões de cerrado intacto. 
 Comparando-se as espécies de B. coccolobifolia coletadas em diferentes ambientes 
(amostras 1 a 6), todas apresentaram elevada atividade redutora, porém, a espécie coletada em 
cerrado intacto (amostras 5 e 6) mostrou melhores resultados, com valores mais próximos ao 
do padrão ácido gálico (Figura 39, pág. 86). Nos extratos de diferentes polaridades e os 
obtidos de folhas e galhos, não foi possível fazer uma generalização do poder redutor usando 
como variável a parte da planta utilizada (folhas ou galhos) ou os solventes empregados 
(acetato de etila ou metanol) no preparo dos extratos vegetais. Entretanto, foi verificado que o 
poder redutor é concentração-dependente para todos os extratos vegetais, isto é, seu valor 
eleva-se com o aumento da concentração. 
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Figura 39 – Poder redutor dos extratos em acetato de etila (AE) e em metanol (M) de B. coccolobifolia (Bco) 
coletadas em diferentes condições ambientais, sendo 1= folhas na sombra de Bco com eucalipto, 2= galhos na 
sombra de Bco com eucalipto, 3= folhas no sol de Bco com eucalipto,   4= galhos no sol de Bco com eucalipto, 
5= folhas de Bco em cerrado intacto, 6= galhos de Bco em cerrado intacto. Os valores foram apresentados como 
média ± desvio padrão (n=3) 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40 – Poder redutor dos extratos em acetato de etila (AE) e em metanol (M) de B. coccolobifolia (Bco), B. 
verbascifolia (Bve) e B. intermedia (Bin), sendo 5, 7 e 9= folhas,  6 e 10= galhos. Os valores foram apresentados 
como média ± desvio padrão (n=3) 
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 Ao analisar os resultados de poder redutor das espécies de Byrsonima coletadas em 
cerrado intacto, foi observado um comportamento semelhante ao do conteúdo de fenólicos 
totais. Assim, as espécies B. coccolobifolia (amostras 5 e 6) e B. intermedia (amostras 9 e 10) 
foram aquelas que mostraram os maiores valores de atividade redutora, apresentando dados 
próximos ao do padrão de ácido gálico (Figura 40). Esses resultados foram promissores, pois 
tais amostras são extratos brutos (mistura complexa de substâncias) e o padrão ácido gálico é 
uma substância pura, cuja atividade redutora já é conhecida e elevada. 
 Os dados de poder redutor corroboraram com os resultados de fenólicos totais. As 
amostras que apresentaram os maiores conteúdos fenólicos coincidiram com aquelas com 
melhores atividades redutoras. Dessa forma, esse trabalho mostrou haver uma relação entre a 
capacidade redutora e o conteúdo de fenólicos totais, indicando que as substâncias fenólicas 
poderiam ser as principais contribuintes da atividade antioxidante das amostras testadas. E tais 
resultados estiveram de acordo com outros estudos anteriores relatados na literatura (CAI et 
al., 2004; GAN et al., 2010; KATALINIC et al., 2006). 
 
 
3.3.3 Atividade de retirada de radical (ARR) usando DPPH  
 
 
 O ensaio de DPPH emprega uma substância radicalar estável que é amplamente usada 
para avaliar atividade antioxidante. É possível não somente realizar muitas análises em um 
curto espaço de tempo, mas também usando baixas concentrações de amostra. Além disso, os 
radicais DPPH podem facilmente mudar da cor violeta para amarelo ou incolor através do 
processo de doação de elétrons ou de átomos de hidrogênio, que é uma das formas de 
atividade antioxidante (GURSOY et al., 2010; CHOE et al., 2010).  
 A Figura 41 (pág. 88) mostra o mecanismo em que o radical DPPH aceita hidrogênio a 
partir de uma substância antioxidante (exemplo genérico: RH), que se torna um composto 
radicalar (R.) altamente estável por ressonância. No experimento é observado um decréscimo 
de absorbância no espectrofotômetro (SOUSA et al., 2007). 
 
 
 
 
88 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 41 – Reação entre DPPH . e antioxidante para formar DPPH 
 
 O teste com o radical DPPH foi o segundo ensaio realizado para avaliar a atividade 
antioxidante nos extratos das espécies de Byrsonima. Nesse método, investigou-se a 
capacidade das amostras vegetais em sequestrar radicais livres, uma das formas de apresentar 
atividade antioxidante. Os valores de ARR (%) foram calculados conforme descrito na 
metodologia (item 3.2.4) e os resultados comparativos entre as espécies de B. coccolobifolia 
coletadas em diferentes ambientes (amostras 1 a 6) são apresentados na Figura 42.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 42 – Porcentagem de ARR do padrão de ácido gálico e dos extratos em acetato de etila (AE) e em 
metanol (M) de B. coccolobifolia (Bco) coletadas em diferentes condições ambientais, sendo 1= folhas na 
sombra de Bco com eucalipto, 2= galhos na sombra de Bco com eucalipto, 3= folhas no sol de Bco com 
eucalipto, 4= galhos no sol de Bco com eucalipto, 5= folhas de Bco em cerrado intacto, 6= galhos de Bco em 
cerrado intacto. Os valores foram apresentados como média (altura da coluna) ± desvio padrão (barra de erro); as 
médias seguidas da mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) 
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 Analisando os resultados das espécies de B. coccolobifolia coletadas em diferentes 
ambientes (amostras 1 a 6, Figura 42), foi visto que a ARR foi elevada em todas as espécies, 
independente de ter sido coletada em cerrado intacto (amostras 5 e 6) ou em local de 
recuperação de eucalipto (amostras 1 a 4). Contudo, a amostra 2 (galhos coletados na sombra 
e em região de eucalipto) e as amostras 5 e 6 (folhas e galhos coletados em cerrado intacto, 
respectivamente) apresentaram os melhores resultados de atividade antioxidante por captura 
de radical na concentração de 300 ppm, variando de 61,27 ± 0,71 a 75,92 ± 1,80%. 
 Os resultados de atividade de captura de radical DPPH das diferentes espécies de 
Byrsonima coletadas em região de cerrado intacto (amostras 5 a 10) podem ser observados na 
Figura 43. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43 – Porcentagem de ARR do padrão de ácido gálico e dos extratos em acetato de etila (AE) e em 
metanol (M) das espécies coletadas em cerrado intacto: B. coccolobifolia (Bco), B. verbascifolia (Bve) e B. 
intermedia (Bin), sendo 5, 7 e 9= folhas,  6 e 10= galhos. Os valores foram apresentados como média (altura da 
coluna) ± desvio padrão (barra de erro); as médias seguidas da mesma letra não diferem estatisticamente entre si 
pelo teste de Tukey (P<0,05) 
 
 Para as amostras de cerrado intacto (5 a 10, Figura 43), a ARR apresentou semelhança 
com os resultados de conteúdo de fenólicos totais e de poder redutor. Assim, a espécie B. 
coccolobifolia (amostras 5 e 6) e depois B. intermedia (amostras 9 e 10) apresentaram os 
maiores valores de atividade de sequestro radicalar, quando se compara as três espécies em 
estudo. Dessa forma, esse estudo mostra haver uma relação entre o conteúdo fenólico, a 
capacidade redutora e a atividade sequestradora de radical, indicando que os compostos 
fenólicos podem estar contribuindo com a atividade antioxidante apresentada pelas amostras 
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testadas. E tais resultados estão de acordo com outros trabalhos encontrados na literatura 
(DUDONNÉ et al., 2009; HODZIC et al., 2009; WONG et al., 2006). 
 E, finalmente, através dos resultados de ARR, verificou-se que a porcentagem de 
atividade de captura radicalar nos extratos de Byrsonima foi concentração-dependente, isto é, 
quanto mais concentrado a solução do extrato, maior a porcentagem de ARR encontrada, 
assim como foi visto no teste de poder redutor. 
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CAPÍTULO 4: TESTE DE INIBIÇÃO DA ACETILCOLINESTERASE 
 
 
4.1 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
A doença de Alzheimer (DA) é uma patologia neurodegenerativa progressiva e fatal 
caracterizada por deterioração do aprendizado e da memória e por uma variedade de sintomas 
psiquiátricos e distúrbios comportamentais que ocorrem devido a perdas substanciais de 
neurônios de diferentes regiões cerebrais (CUMMINGS, 2004; SUGANTHY et al., 2010). A 
DA é a principal causa de demência entre a população idosa e são estimados em 50% os casos 
de demência em pessoas com idade acima de 65 anos (ADAMS et al., 2007; RACCHI et al., 
2004). 
A literatura mostra que uma das mudanças mais importantes observadas no cérebro de 
pacientes com DA é a diminuição dos níveis de acetilcolina (ACh), um neurotransmissor 
responsável por aumentar a atenção e por facilitar a aprendizagem. Dessa forma, ao diminuir 
os níveis de ACh, nota-se também um decaimento na função cognitiva  (ADSERSEN et al., 
2006; CUMMINGS, 2004). 
No sistema nervoso central e periférico, a enzima acetilcolinesterase (AChE) é a 
responsável pela hidrólise metabólica de ACh nas sinapses colinérgicas (BRUNEAU e 
AKAABOUNE, 2006, VENTURA et al., 2010), como mostrado na Figura 44 (pág. 75). 
Substâncias capazes de inibir a AChE, chamadas de inibidores da acetilcolinesterase (iAChE),  
promovem um aumento da concentração e da duração de ação da ACh na sinapse nervosa, 
resultando em melhora das funções desempenhadas pelo sistema colinérgico e, 
consequentemente, dos sintomas da DA (BARBOSA FILHO et al., 2006; ROLLINGER et 
al., 2004).  
Nos últimos anos, os iAChE têm-se apresentado como a terapia de escolha para 
tratamento sintomático de pacientes com DA, em sua forma leve a moderada (BRUNTON et 
al., 2007; MARTINEZ e CASTRO, 2006). Cerca de 50% dos medicamentos introduzidos no 
mercado nos últimos 20 anos foram provenientes, direta ou indiretamente, de pequenas 
moléculas de origem natural (NEWMAN e CRAGG, 2007). Assim, os produtos naturais 
podem ser considerados como fonte de novas substâncias potencialmente úteis para o 
tratamento de diversas doenças, incluindo a DA (HOSTETTMANN et al., 2006).  
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Figura 44 – Esquema da transmissão colinérgica: síntese, liberação e transmissão de acetilcolina na fenda 
sináptica, sendo AChE = acetilcolinesterase  e R = receptor de acetilcolina (Fonte: VENTURA et al., 2010) 
Muitos iAChE vêm sendo investigados e existem bons exemplos de compostos com 
significativa atividade anticolinesterásica, alguns sintéticos como tacrina, rivastigmina e 
donepezil, e outros são produtos naturais como galantamina e huperzine A (Figura 45). Todos 
esses compostos, assim como a maioria dos iAChE, são conhecidos por apresentarem 
nitrogênio em suas estruturas, o que mostra a importância dos alcaloides como potenciais 
iAChE (BARBOSA FILHO et al., 2006). 
Figura 45 – Estruturas moleculares de substâncias inibidoras da AChE 
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Em contrapartida, sabe-se que a maioria das drogas sintéticas inibidoras da AChE 
conhecidas e utilizadas no tratamento de DA apresentam relatos de  hepatotoxicidade, têm 
curta duração de ação biológica, baixa biodisponibilidade e mostram efeitos colaterais 
colinérgicos periféricos, além de possuírem uma janela terapêutica estreita, o que justifica a 
busca por novos iAChE naturais (LEE et al., 2011). 
 Dentro da família Malpighiaceae existem poucos trabalhos sobre extratos vegetais 
com potencial atividade para tratar desordens neurodegenerativas como a DA, sendo 
encontrados nas espécies Banisteriopsis anisandra, Banisteriopsis caapi e Heteropterys 
aphrodisiaca (FRIAS et al., 2011; SAMOYLENKO et al., 2010; SINGH et al., 2010). 
Contudo, não há relatos ainda de atividade anticolinesterásica em plantas do gênero 
Byrsonima, o que torna os estudos nessa área inéditos. 
Por isso, foi testada a capacidade dos extratos hexânicos, em acetato de etila e 
metanólicos de folhas e galhos das espécies B. coccolobifolia (coletada em diferentes 
ambientes), B. verbascifolia e B. intermedia em inibir a atividade da enzima AChE. 
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4.2 METODOLOGIA 
 
 
4.2.1 Preparo dos extratos 
 
 
Na obtenção dos diferentes extratos das três espécies de Byrsonima foi seguida a 
mesma metodologia descrita no item 3.2.1, pág. 77. Para os ensaios biológicos descritos a 
seguir, utilizaram-se todos os extratos preparados com as diferentes plantas. 
 
 
4.2.2 Teste de atividade inibitória da acetilcolinesterase (AChE) 
 
 
Foi realizado um estudo de atividade inibitória da AChE nos extratos brutos das 
espécies B. coccolobifolia (Bco), B. verbascifolia (Bve) e B. intermedia (Bin), através da 
metodologia descrita por Di Giovanni et al. (2008). Uma quantidade de 100 µg de cada 
amostra de extrato foi solubilizada em solvente adequado e aplicada em placa de 
cromatografia em camada delgada (CCD). Também foi aplicada uma quantidade de 250 µg do 
padrão Huperzine A (controle positivo) dissolvido em solvente apropriado. As placas foram 
eluídas, borrifadas com uma solução de AChE e incubadas por 20 min a 37 oC. Após esse 
período, as placas foram borrifadas com solução de acetato de α-naftila (Sigma) e com Fast 
Blue Salt (Sigma). Depois de certos períodos de tempo (30 min, 1 h, 2 h e 3 h), as placas 
cromatográficas foram fotografadas e os valores de fator de retenção (Rf) foram calculados 
para os halos em que houve inibição da enzima. Os extratos hexânicos foram eluídos com 
hexano:acetato de etila (4:1), os extratos em acetato de etila com hexano:acetato de etila (1:4) 
e os extratos metanólicos com acetato de etila:metanol (9:1). 
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
 Há quase uma década, Marston et al. (2002) desenvolveram um método utilizando a 
cromatografia em camada delgada (CCD) para a triagem da atividade anticolinesterásica de 
extratos de plantas. Esse ensaio baseia-se em uma fragmentação do acetato de α-naftila pela 
enzima acetilcolinesterase (AChE), formando o α-naftol, que reage com o Fast blue salt 
(reagente colorimétrico) para formar um sal de diazônio de cor roxa (Figura 46). Os inibidores 
da AChE são detectados rápida e diretamente na placa cromatográfica pela formação de 
manchas brancas sobre o fundo arroxeado da cromatoplaca,  e esse contraste de cores permite 
uma melhor visualização dos resultados, o que é uma vantagem desse teste.  
 
Figura 46 – Reação da AChE com acetato de α-naftila e subsequente formação do corante azoico roxo para 
detecção de atividade anticolinesterásica 
 
 No teste de inibição da acetilcolinesterase (AChE), os compostos ativos apresentaram 
uma mancha branca sobre fundo arroxeado suave, que desapareceu quase instantaneamente, 
mostrando a inibição da AChE. Os resultados positivos para os extratos de Byrsonima são 
mostrados na Figura 47A e B (pág. 96), sendo as melhores observações de atividade (halo 
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branco sobre um leve fundo arroxeado) notadas após 30 min de finalização do teste.  
 
Figura 47 – Resultados do teste de inibição da AChE em placa de CCD:  (A) extrato hexânico - H e (B) extrato 
de acetato de etila - AE, sendo 1= folhas de Bco na sombra em região de eucalipto, 2= galhos de Bco na sombra 
em região de eucalipto, 3= folhas de Bco no sol em região de eucalipto, 4= galhos de Bco no sol em região de 
eucalipto, 5= folhas de Bco em cerrado intacto, 6= galhos de Bco em cerrado intacto, 7= folhas de Bve, 9= 
folhas de Bin,10= galhos de Bin e P= padrão Huperzine A 
 
 Uma atividade inibitória da enzima AChE foi verificada nos extratos hexânicos (H) 
das três espécies em estudo, na fração com Rf=0,89. Verificou-se também um teste positivo 
em 1H e 3H de B. coccolobifolia (Rf=0,26 e 0,68, respectivamente), em 7H de B. 
verbascifolia (Rf=0,26) e em 9H e 10H de B. intermedia, na fração com Rf=0,30. No extrato 
de acetato de etila (AE) de B. verbascifolia e B. intermedia, observou-se atividade inibitória 
da AChE em 7AE e 9AE, na fração com Rf=0,89. E não foi verificada atividade 
anticolinesterásica nos extratos em metanol das plantas estudadas, cujos resultados não foram 
mostrados. 
 Dentre as espécies coletadas em cerrado intacto (amostras 5 a 10), B. verbascifolia (7) 
e B. intermedia (9 e 10) apresentaram mais substâncias inibidoras da AChE em seus extratos 
quando comparadas a B. coccolobifolia (5 e 6). Os extratos das folhas foram aqueles que 
apresentaram mais frações com resultado positivo para o teste (amostras 1H, 3H, 7H, 9H, 
7AE e 9AE), tanto para o extrato hexânico (H) quanto o em acetato de etila (AE). Além disso, 
foi verificada uma atividade anticolinesterásica na fração do extrato hexânico com Rf= 0,89 
das três plantas, indicando que os extratos apolares das espécies de Byrsonima seriam uma 
boa fonte para a busca de moléculas ativas para o tratamento da doença de Alzheimer. 
 Quando se comparam as espécies de B. coccolobifolia coletadas em diferentes 
ambientes (amostras 1 a 6), notou-se que os extratos hexânicos das folhas das plantas obtidas 
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das regiões de eucalipto (1H e 3H) foram mais ativos frente a enzima AChE, apresentando 
atividade nas frações com Rf=0,26 e 0,68, respectivamente. Esses resultados confirmam que 
as diferentes condições ambientais influenciam na composição química e na atividade 
biológica apresentada por uma mesma planta, além de mostrar que diferentes partes do 
vegetal exibem uma constituição química diversa (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). 
 Finalmente, os extratos apolares das espécies de Malpighiaceae analisadas mostraram 
grande potencial para a descoberta de novas drogas inibidoras da AChE, mas estudos 
adicionais são necessários a fim de caracterizar os compostos químicos responsáveis pela 
atividade desses extratos vegetais (FRIAS et al., 2011). 
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CAPÍTULO 5: ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 
 
 
5.1 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
As doenças infecciosas continuam sendo uma das grandes causas de morte no mundo, 
por isso há uma contínua e urgente necessidade em descobrir novos compostos 
antimicrobianos com estruturas químicas diversas e novos mecanismos de ação para tratar os 
diferentes microrganismos (HAZNI et al., 2008; MAHADY, 2005; WHO, 2009). Embora 
pareça haver uma enorme disposição de medicamentos antibacterianos e antifúngicos para uso 
clínico, a seleção de organismos multirresistentes ainda acontece, ameaçando a eficácia dos 
fármacos existentes (BERTUCCI et al., 2009; OSTROSKY et al., 2008). 
Desde o advento dos antibióticos na década de 1950, o uso de derivados de plantas 
como agentes antimicrobianos tem sido quase ausente. Somente a partir dos anos 90, é que o 
uso de extratos vegetais, bem como de outras formas alternativas de tratamentos médicos, tem 
desfrutado de maior popularidade (MAHADY, 2005). As razões para esse renascimento 
incluem a redução do surgimento de novas drogas antimicrobianas no setor farmacêutico, o 
aumento do número de microrganismos resistentes e a necessidade de tratamentos para novos 
patógenos emergentes (SILVA JUNIOR et al., 2009). 
Em um esforço para descobrir novos compostos ativos, os pesquisadores têm 
investigado diferentes espécies vegetais, visando encontrar fontes de metabólitos secundários 
que apresentem atividade antimicrobiana relevante (COUTINHO et al., 2008; SERAFIN et 
al., 2007; SILVA et al., 2007b). Dessa forma, nota-se que as plantas seriam ótimas fontes 
para obtenção de novas substâncias biologicamente ativas, graças à grande variedade 
estrutural de compostos encontrados nelas (PINTO et al., 2002; VIEGAS JR et al., 2006). 
Nos últimos anos, os estudos de atividade antimicrobiana utilizando extratos de 
plantas populares apresentam cada vez maior importância contra microrganismos 
patogênicos, como Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, 
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumuniae e Candida albicans, (AGUIAR et al., 2008; 
BIASI et al., 2009; PEREIRA et al., 2006; PESSINI et al., 2003; SALVAGNINI et al., 2008; 
SILVA JUNIOR et al., 2009). As investigações de atividade antibacteriana e antifúngica em 
espécies de Byrsonima vêm sendo realizadas por muitos pesquisadores devido à simplicidade 
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dos ensaios. Através de diferentes métodos, já foram demonstrados que os extratos das 
espécies B. basiloba, B. cinera, B. crassa, B. crassifolia e B. fagifolia apresentam atividade 
contra diferentes microrganismos, o que demonstra o potencial antimicrobiano de plantas 
desse gênero (ARANTES et al., 2005; MICHELIN et al., 2008; RIVERO-CRUZ et al., 
2009). 
Assim sendo, foi investigada a atividade antimicrobiana nos extratos hexânicos, em 
acetato de etila e metanólicos de folhas e galhos das espécies Byrsonima coccolobifolia 
(coletada em diferentes ambientes), B. verbascifolia e B. intermedia. 
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5.2 METODOLOGIA 
 
 
5.2.1 Preparo dos extratos 
 
 
Na obtenção dos diferentes extratos das três espécies de Byrsonima foi seguida a 
mesma metodologia descrita no item 3.2.1, pág. 77. Para os testes descritos a seguir, 
utilizaram-se todos os extratos preparados com as diferentes plantas. 
 
 
5.2.2 Testes antimicrobianos 
 
 
Foi realizado um estudo de atividade antimicrobiana dos extratos brutos (em 
duplicata) das espécies B. coccolobifolia (Bco), B. verbascifolia (Bve) e B. intermedia (Bin), 
através do método de difusão em disco de papel, conforme descrito por Bauer et al. (1966).  
Em capela de fluxo laminar, as placas de Petri foram recobertas com 7,5 mL de ágar 
antibiótico (esterilizado em autoclave a 121 oC/15 min) contendo 300 µL do inóculo 
bacteriano (Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus cereus ATCC 11778, Staphylococcus 
aureus ATCC 29212) ou fúngico (Candida albicans ATCC 18804), preparados previamente 
em salina até atingir 75% de absorbância em espectrofotômetro (Shimadzu), que, 
posteriormente, foram homogeneizados em vórtex. Foram utilizados discos de papel 
esterilizados de 6 mm de diâmetro, sendo colocados lateralmente os discos contendo 100 µL 
dos extratos das plantas (solubilizados em solvente adequado na concentração de 1 mg/mL) e 
no centro da placa, os controles positivos (disco de papel impregnado com o antibiótico 
padrão: 30 µg/disco de cloranfenicol  para bactérias e 50 µg/disco de miconazol para fungos) 
e negativo (disco de papel embebido com o solvente utilizado para cada extrato). As placas 
foram incubadas em estufa a 37 °C durante 24 h (no caso de bactérias) e a 25 °C por 48 h 
(para fungos). Fez-se a medida dos halos de inibição após a incubação. 
A atividade antimicrobiana é definida quando ocorrerem áreas onde o crescimento 
microbiano for ausente, devendo-se medir o diâmetro dos halos de inibição (em milímetros). 
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A medida encontrada para o controle positivo é tomada como referência. O controle negativo 
não deve apresentar halo. 
 
102 
 
5.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
 Os extratos brutos da espécie B. coccolobifolia, coletada em diferentes condições 
ambientais, apresentaram atividade antimicrobiana e seus resultados são mostrados a seguir 
(Tabela 15). Os dados com as amostras dos extratos de B. verbascifolia e B. intermedia, e os 
resultados do controle negativo, foram omitidos na tabela por não apresentarem halos de 
inibição. 
 
Tabela 15 – Resultados (em duplicata) dos testes antimicrobianos para os extratos hexânicos 
(H), em acetato de etila (AE) e metanólicos (M) da espécie B. coccolobifolia (Bco) coletadas 
em diferentes ambientes e os respectivos valores observados nos padrões (controles positivos) 
Extrato a (1 mg/mL) e 
Controle Positivo 
Medida dos halos de inibição (em mm) 
E. coli 
ATCC 25922 
B. cereus 
ATCC 11778 
S. aureus 
ATCC 29212 
C. albicans 
ATCC 18804 
Bco1 H 21,3 – 21,9 20,1 – 23,0 28,5 – 28,1 s.a. – 13,2 
Bco2 H 20,3 – 21,5 20,6 – 22,5 37,1 – 37,0 14,0 – s.a. 
Bco3 H 21,4 – 22,8 17,3 – 19,4 s.a. – s.a. s.a – s.a. 
Bco4 H 20,6 – 21,2 18,4 – 17,6 s.a – s.a. s.a – s.a. 
Controle Positivo – H 40,1 43,1 35,4 38,2 
Bco1 AE 9,1 – 8,3 21,4 – 24,2 21,2 – 24,0 10,8 – 14,5 
Bco2 AE 22,0 – 21,2 22,6 – 24,7 15,8 – 26,1 13,9 – 16,6 
Bco3 AE 8,3 – 9,8 7,9 – 9,0 3,1 – 10,2 14,6 – 10,6 
Bco4 AE 21,2 – 22,8 23,4 – 23,7 23,7 – 23,7 15,3 – 13,8 
Bco5 AE 19,4 – 23,8 s.a. – 7,2 8,3 – 9,8 15,7 – 15,3 
Controle Positivo – AE 19,1 22,6 21,5 16,4 
Bco1 M 19,5 – 20,9 16,6 – 20,2 18,4 – 19,4 14,3 – 14,2 
Bco2 M 20,9 – 23,8 16,9 – 24,9 16,8 – 15,8 14,6 – 14,3 
Bco3 M 18,1 – 22,1 20,6 – 19,8 s.a. – s.a. 14,4 – 14,3 
Bco4 M 22,3 – 23,0 22,9 – 25,5 s.a. – s.a. 14,2 – 14,6 
Controle Positivo – M 32,8 28,2 25,6 21,7 
a 1= folhas na sombra em região de eucalipto; 2= galhos na sombra em região de eucalipto; 3= folhas no sol em 
região de eucalipto; 4= galhos no sol em região de eucalipto e 5= folhas em cerrado intacto; s.a.= sem atividade. 
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 Dentre os patógenos utilizados para determinação de atividade antimicrobiana 
(bactérias gram-positivas: Staphylococcus aureus e Bacillus cereus; bactéria gram-negativa: 
Escherichia coli e fungo leviforme: Candida albicans), os extratos de diferentes polaridades 
de B. coccolobifolia mostraram-se ativos contra todos esses tipos de microrganismos.  
 A atividade antimicrobiana dos diferentes extratos brutos das espécies de Byrsonima, 
avaliada pelo método de difusão em disco, foi bastante expressiva em B. coccolobifolia (Bco), 
principalmente nas plantas coletadas em regiões de recuperação do plantio de eucalipto, seja a 
sombra (amostras 1 e 2) ou ao sol (amostras 3 e 4).  
 Além disso, a ação antimicrobiana foi diferente quando se comparam os extratos de 
plantas coletadas na sombra de área de eucalipto com as amostras obtidas ao sol. Por 
exemplo, a atividade dos extratos hexânicos de folhas e galhos da espécie coletada a sombra 
(1H e 2H) contra Staphylococcus aureus foi elevada, já as amostras de extrato hexânico da 
espécie obtida ao sol (3H e 4H) não apresentaram ação frente a esse microrganismo. Então, 
esses resultados confirmam que as diferentes condições ambientais influenciam na atividade 
biológica apresentada por uma mesma espécie vegetal (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). 
 Observando os resultados dos extratos em acetato de etila de folhas e galhos das 
plantas coletadas em região de eucalipto, foi visto uma diferença na atividade antimicrobiana. 
Para exemplificar, as amostras dos galhos (2AE e 4AE) foram mais ativas frente a 
Escherichia coli que os extratos das folhas (1AE e 3AE). Isso revela que as diferentes partes 
do vegetal, por apresentarem constituição química diversa, mostram diferentes ações 
biológicas. 
 Além do mais, ao comparar os diferentes extratos preparados, verificou-se que os 
extratos em acetato de etila e em metanol apresentaram maiores atividades frente aos 
microrganismos testados. Os halos de inibição apresentados pelas amostras estão relacionados 
à variedade da composição química qualitativa e/ou quantitativa desses extratos mais polares 
(BIASI et al., 2009). 
 Analisando os dados, observou-se que as amostras com as melhores atividades 
antimicrobianas, isto é, valores próximos ou superiores aos padrões utilizados, foram 1H 
(28,5 mm), 2H (37,1 mm), 1AE (24,0 mm), 4AE (23,7 mm) e 1M (19,4 mm) para 
Staphylococcus aureus, sendo que o controle positivo variou de 21,5 a 35,4 mm para os 
diferentes extratos. Frente ao Bacillus cereus, os melhores resultados foram encontrados nos 
extratos 1AE (24,2 mm), 2AE (24,7 mm), 4AE (23,7 mm) e 4M (25,5 mm), sabendo que os 
halos do padrão estiveram entre 22,6 a 28,2 mm. 
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 Ótimos resultados contra a bactéria Escherichia coli foram observados em 2AE (22,0 
mm), 4AE (22,8 mm) e 5AE (23,8 mm), sendo que no controle positivo o valor foi de 19,1 
mm. E os melhores resultados para Candida albicans foram verificados nos extratos em 
acetato de etila 1 a 5 (halos de inibição variando de 14,5 a 16,6 mm) e nos extratos 
metanólicos 1 a 4 (halos entre 14,2 e 14,6 mm), sabendo que o padrão para esses extratos 
foram de 16,4 e 21,7mm, respectivamente. Assim, tornou-se claro que os extratos em acetato 
de etila (AE) de B. coccolobifolia apresentaram um enorme potencial antimicrobiano, 
principalmente as espécies coletadas em áreas aonde houve plantio de eucalipto. 
 Na literatura foi demonstrado que os extratos metanólicos das espécies B. basiloba e 
B. fagifolia apresentam atividade contra Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus e 
Candida albicans (MICHELIN et al., 2008). Atividade antimicrobiana frente a 
Staphylococcus aureus e Candida albicans foi encontrada na partição em diclorometano do 
extrato metanólico da espécie B. crassifolia (RIVERO-CRUZ et al., 2009). E os resultados 
desse trabalho foram semelhates aos de Alves et al. (2000), em que o extrato em 
diclorometano-metanol (1:1) das folhas de B. coccolobifolia mostrou-se ativo contra 
Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, duas das bactérias sensíveis aos extratos de B. 
coccolobifolia  testadas também nesse trabalho. 
 Dessa forma, os estudos anteriores e os testes preliminares realizados nesse trabalho 
mostram a importância de se continuar os ensaios biológicos com as espécies de Byrsonima e 
outras plantas do cerrado brasileiro. Isso porque há uma necessidade crescente em descobrir 
novas drogas antimicrobianas, o que acaba incentivando a realização de novas pesquisas com 
substâncias isoladas dessas plantas, com o intuito de determinar qual o constituinte ou quais 
os compostos químicos responsáveis por tal atividade (HAZNI et al., 2008). 
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CONCLUSÕES 
 
 
 Este trabalho permitiu a identificação de compostos de diferentes classes de 
metabólitos secundários, resultantes do estudo fitoquímico dos extratos hexânico e em acetato 
de etila das folhas e do extrato metanólico de folhas e galhos de Byrsonima coccolobifolia 
(Malpighiaceae). 
 Através de espectroscopia de RMN de 1H e 13C, foram elucidados os seguintes 
compostos nos extratos hexânico e em acetato de etila das folhas: friedelina (BF1); β-
sitosterol (BF2); mistura de α-amirina e β-amirina (BF3 e BFG1); mistura de 3β,23-diidroxi-
urs-12-en-28-ato de metila, 2β,3β,23-diidroxi-urs-12-en-28-ato de metila e ácido 2α,19α-
diidroxi-3β-acetil-olean-12-en-28-oico (BF4, BF5 e BF6); mistura de 3α-hidroxi-olean-12-en-
28-ato de metila e 3β-hidroxi-olean-12-en-28-ato de metila (BF7 e BF8). No extrato hexânico 
dos galhos de B. coccolobifolia foi identificada a β-amirina (BFG1). 
 Já no extrato metanólico das folhas e dos galhos, foram identificadas três classes de 
substâncias polares, através de espectrometria de massas por electrospray: 
- Ácidos fenólicos e derivados: galato de metila (BFG2); ácido quínico (BFG3); ácido 
3-O-galoilquínico (BF9); ácido 3,4-O-digaloilquínico (BFG4); ácido 3,4,5-O-trigaloilquínico 
(BFG5); ácido 1,3,4,5-O-tetragaloilquínico (BFG6); 
- Proantocianidinas: dímero epicatequina (BFG7); galato do dímero epicatequina 
(BG1); trímero epicatequina (BG2); 
- Flavonoides: Quercetina, Q (BF10); Q-3-O-α-L-arabinopiranosídeo (BFG8); Q-3-O-
ramnosídeo (BF11); Q-3-O-β-D-galactopiranosídeo (BF12); Q-3-O-(2’’-galoil)-α-L-
arabinopiranosídeo (BF13); Q-3-O-(2’’-galoil)-β-D-galactopiranosídeo (BF14) e derivado de 
amentoflavona (BF15). 
Quanto ao conteúdo de fenólicos totais e as atividades antioxidantes investigadas nas 
espécies B. coccolobifolia, B. verbascifolia e B. intermedia, esse estudo revelou que B. 
coccolobifolia, independente de ter sido coletada em área de cerrado intacto ou regiões de 
recuperação de eucalipto, e a espécie B. intermedia apresentaram bons resultados para esses 
ensaios. Isso mostrou o potencial dos extratos polares dessas plantas como recurso vegetal 
para a busca de substâncias que sejam úteis na prevenção ou no tratamento de doenças 
associadas a radicais livres. 
Em relação à atividade inibitória da acetilcolinesterase (AChE), também investigada 
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nas três espécies de Byrsonima, o extrato hexânico dessas plantas apresentou maior 
quantidade de compostos ativos frente a enzima AChE. Entretanto, estudos posteriores serão 
necessários na tentativa de elucidar as substâncias químicas responsáveis pela atividade 
apresentada. E nos testes antimicrobianos, somente a espécie B. coccolobifolia apresentou 
atividade contra os microrganismos testados, sendo melhores os resultados das espécies 
coletadas em área de eucalipto. Isso sugeriu que as condições ambientais estariam 
influenciando na composição química e na ação antimicrobiana encontrada nos extratos da 
planta. 
O presente trabalho mostrou a importância de continuar estudando a flora do cerrado 
brasileiro e as espécies do gênero Byrsonima, sejam seus aspectos químicos e/ou medicinais. 
Além disso, este estudo confirmou o valor medicinal das espécies de Byrsonima, que podem 
servir como fonte futura para o desenvolvimento de medicamentos ou fitoterápicos. 
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APÊNDICE 
 
 
 
Apêndice A – Espectros de massas de segunda-ordem dos principais íons precursores 
detectados no modo negativo da ESI-MS (relação m/z 343, 433, 463, 495, 585, 615, 647, 793 
e 799). 
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